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Les entérobactéries Salmonella espèce enterica sous-espèce enterica sont divisées en 
plusieurs sérovars dont les quatre principaux sont Typhimurium, Enteritidis, Typhi et 
Paratyphi. Ces sérovars sont responsables soit de gastroentérites soit de fièvres typhoïdes, 
à raison de plus de 90 millions de cas et 400 000 décès par an. Bien que des traitements 
antibiotiques existent, l’apparition de souches multi-résistantes les rend peu à peu 
caduques. La vaccination prophylactique contre des pathogènes responsables de 
maladies entériques est à ce jour peu utilisée du fait de la faible efficacité d’une 
vaccination parentérale et des limitations induites par les contraintes d’une administration 
par voie orale. Cette dernière nécessite en effet l’utilisation d’une grande quantité 
d’antigènes et/ou de processus protégeant les antigènes des conditions destructrices du 
tractus digestif. L’environnement intestinal est aussi caractérisé par une balance entre 
tolérance immunitaire et réaction inflammatoire régulée en partie par les 
immunoglobulines (Ig) M et surtout par les IgA sécrétoires. Alors que les IgM sont 
principalement retrouvées sous forme pentamérique, les IgA des sécrétions muqueuses 
sont dimériques. Elles sont aussi rencontrées dans le sérum, alors présentes sous forme 
monomérique. Les IgA sont des anticorps pour lesquels deux isotypes ont été décrits chez 
l’Homme: IgA1 et IgA2.  
Le premier but de ce travail de thèse a été d’explorer les fonctions des différents isotypes 
et isoformes des IgA humaines. Nous avons ainsi pu confirmer le rôle anti-inflammatoire 
des IgA1 monomériques. Par ailleurs, nos travaux ont mis en évidence un fort potentiel 
anti-inflammatoire des IgA1 dimériques à l’inverse des IgA2 dimériques qui induisent 
une réponse pro-inflammatoire. Enfin, nous avons souligné pour la première fois un 
processus de régulation de l’expression des récepteurs aux IgA par les IgA elles-mêmes 
 
 xvii 
ainsi qu’un axe IgA/lymphocytes T CD8 cytotoxiques qui pourrait être impliqué dans 
l’homéostasie de l’intestin IgA-dépendante. 
Le deuxième objectif de ce travail de thèse a consisté à mettre en place un vaccin 
multivalent composé d’antigènes de Salmonella liés à des IgA sécrétoires. Le principe 
étant de transporter des antigènes partagés par différents sérovars le long du tractus 
gastro-intestinal et de les délivrer spécifiquement par voie orale au système immunitaire 
muqueux afin d’induire une protection. Cette étude a mis en évidence une très faible 
immunogénicité induite par le passage des IgA couplées à la protéine SseB au niveau 
intestinal chez la souris. En revanche, une solide réponse immunitaire humorale et 
cellulaire spécifique à SseB a été identifiée après vaccination intra-nasale aussi bien dans 
le compartiment systémique que muqueux. Par ailleurs, une plus forte sécrétion 
d’anticorps spécifiques et de cytokines ainsi qu’une plus forte prolifération de 
lymphocytes T a été observée en couplant à la fois les antigènes OmpC et SseB sur l’IgA 
sous forme de vaccin multivalent. Ces données suggèrent donc l’utilisation de l’IgA 
comme vecteur vaccinal nasal pour un vaccin multivalent muqueux. Enfin, une meilleure 
réponse vaccinale ayant été observée avec une IgM comme vecteur vaccinal, cela suggère 
que cette dernière pourrait être encore plus efficace. 
Ce travail de thèse ouvre de nouvelles perspectives pour la mise en place de vaccins 
muqueux et pour l’utilisation d’anticorps comme vecteurs. Notamment, la réponse 
recherchée pourrait être induite en fonction de l’isoforme ou de l’isotype de l’anticorps 
utilisé. Enfin, cette variation de réponse suivant la conformation de l’IgA pourrait 
apporter de nombreuses réponses quant à leurs rôles dans les muqueuses.  
 
1 
INTRODUCTION
 
1 
 C h a p i t r e  I  :  L e s  i m m u n o g l o b u l i n e s  A ,  p l a q u e  t o u r n a n t e  
p l e i n e  d e  m y s t è r e  d e  l a  r é p o n s e  m u q u e u s e   
I/ MECANISMES DE LA REPONSE IMMUNITAIRE MUQUEUSE 
Cette thèse a pour objectif premier d’étudier l’impact des immunoglobulines A (IgA) dans la 
réponse immunitaire muqueuse. Il est donc nécessaire de comprendre les fonctions de la 
muqueuse qui font de ces tissus un environnement délicat à appréhender, en particulier pour la 
vaccination. 
A) Les muqueuses 
Les muqueuses sont des tissus épithéliaux en continuité avec la peau – donc directement en 
contact avec le milieu extérieur – et dont la fonction principale est de protéger les organes 
internes. Elles sont présentes au sein du tube digestif, de l’appareil respiratoire et de l’appareil 
uro-génital. Les muqueuses sont plus perméables à l’eau que la peau. Les muqueuses ont une 
première fonction de protection mécanique et chimique contre les agressions de l’environnement 
extérieur. Ainsi, une couche de cellules épithéliales, comme par exemple les cellules épithéliales 
intestinales (IEC), crée une barrière physique grâce à des jonctions serrées ou des jonctions 
adhésives, limitant le transport passif de certains éléments vers le tissu conjonctif sous epithélial 
appelé lamina propria (1) (2). La définition de la barrière épithéliale ne se limite pas à l’existence 
de ce mécanisme puisque de nombreux acteurs la composent (Figure 1). On y trouve notamment 
des entérocytes composant la majorité des IEC mais aussi des cellules sécrétrices de mucus, 
principalement composé de mucine. Le mucus tapisse la surface des muqueuses et limite leur 
invasion par des agents pathogènes comme Salmonella (3). 
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Figure 1: Fonction des cellules composant la muqueuse intestinale. 
Les cellules épithéliales intestinales (IEC) dérivent toutes d’une cellule souche LGR5+ située 
dans les cryptes intestinales. Les entérocytes sécrétoires sont composés (i) des cellules de 
Paneth sécrétrices de peptides antimicrobiens tels que les défensines ou le lysozyme, (ii) de 
cellules caliciformes (goblet cells) produisant le mucus, (iii) de cellules entéroendocrines 
sécrétrices d’hormones. Les cellules « Tuft » sécrètent de l’IL-25 pour stimuler la protection 
antiparasitaire induite par les cellules lymphoïdes innées (ILC)-2. Figure tirée de la revue de 
Kurashima et al. (4)  
Une autre fonction des muqueuses, et en particulier de la muqueuse intestinale, est l’absorption 
des nutriments. Pour cela, les muqueuses possèdent une structure spécifique composée de 
villosités formées par les IEC. Ces IEC sont polarisées et présentent des microvillosités au pôle 
apical permettant le transport des nutriments de la lumière intestinale vers la circulation sanguine.  
Une autre fonction des muqueuses – découverte plus récemment – consiste à réguler l’interaction 
hôte/microbiote. Plus de 1018 bactéries tapissent le tractus digestif humain, maintenant 
l’homéostasie intestinale en protégeant l’organisme contre des agents pathogènes notamment via 
une compétition pour les nutriments (5). Dans certains cas, l’écosystème de bactéries 
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commensales se dérégule, menant à une dysbiose néfaste pour l’organisme. En effet, une dysbiose 
peut conduire à des maladies de Crohn ou des rectocolites hémorragiques (Annexe II). Il est donc 
nécessaire de contrôler les éléments transitant à travers l’épithélium afin de définir la réponse 
adaptée à établir selon qu’un nutriment, une bactérie commensale ou un pathogène est présent 
dans la lumière intestinale. 
B) L’immunité innée des muqueuses 
Le tissu lymphoïde associé aux muqueuses (MALT) est extrêmement important d’une part dans 
la lutte contre les pathogènes pouvant infecter les muqueuses, et d’autre part dans la mise en place 
d’une tolérance immunitaire cruciale compte tenu des nutriments et micro-organismes 
commensaux pouvant entrer en contact avec les muqueuses. A chaque type de muqueuse est 
associé un MALT différent à savoir : le GALT pour l’intestin, le NALT pour les voies 
respiratoires, le BALT pour les bronches et le GENALT pour l’appareil génital. Des sites 
immunitaires spécifiques de ces tissus sont nécessaires pour induire une réponse efficace en 
fonction des éléments du non-soi rencontrés. Les principaux sites de mise en place de la réponse 
immunitaire muqueuse sont les follicules lymphoïdes isolés (ILF) retrouvés sous l’épithélium 
colique et surtout les plaques de Peyer (PP) que l’on retrouve tout au long de l’intestin. Les ILF 
peuvent être impliqués dans la protection contre certains pathogènes comme Salmonella via la 
production d’IgA spécifiques mais restent moins efficaces que les PP dont nous parlerons plus 
dans cette thèse (Figure 2) (6). Le système immunitaire muqueux va notamment se différencier 
de la réponse immunitaire systémique par cette forte présence d’IgA.  
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Figure 2: Le rôle des follicules lymphoïdes isolés (ILF) reste peu connu mais il est lié à la 
production d’immunoglobulines. 
Les ILF contiennent des macrophages CX3CR1+, des cellules dendritiques (DC) CX3CR1- qui 
vont permettre l’activation de LT essentiellement CD4+ TCRβ+ et des LB surtout B-2B. Les 
lymphocytes B se différencient en plasmocytes majoritairement sécréteurs d’IgA. 
 
La réponse immunitaire muqueuse est essentiellement basée sur son site inducteur à savoir les PP 
qui possèdent tout l’arsenal nécessaire à la capture de micro-organismes et au déclenchement 
d’une réponse immunitaire innée et adaptative spécifique à ces micro-organismes (Figure 3). Les 
cellules microfoldées (M) sont présentes au niveau des PP et représentent environ 5% des cellules 
de l’épithélium associé au follicule (FAE) (7). Contrairement aux cellules épithéliales les 
entourant, elles ne présentent pas de microvillosités ni de mucus à leur surface. Ces 
caractéristiques vont les rendre particulièrement efficaces pour le transport de nutriments mais 
aussi de microbes commensaux ou pathogènes (7, 8) vers le dôme sous épithélial (SED) des PP. 
Les cellules M expriment plusieurs marqueurs à leur surface permettant de les identifier tels que 
les glycans α1-2 fucosylés (9), la glycoprotéine GP2 qui permet l’internalisation de certaines 
bactéries exprimant la fimbriae FimH (10) ou encore la famille des Sialic acid-binding 
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immunoglobulin-like lectins (Siglecs) qui reconnait des résidus d’acide sialiques ou des 
glycopotéines. Ainsi, la molécule Siglec-5 a été décrite comme étant exprimée par les cellules M 
humaines alors que Siglec-F est son équivalent murin (11, 12). Des cellules présentatrices de 
l’antigène (APC) à l’intérieur de la poche de la cellule M captent les Ag pour activer la réponse 
adaptative. Le rôle précurseur des cellules M dans la réponse immunitaire muqueuse en fait une 
cible de choix pour une vaccination contre des pathogènes entériques (13). 
 
Figure 3: Les plaques de Peyer sont les sites inducteurs principaux de la réponse immunitaire 
muqueuse après l’entrée d’un antigène. 
Elles forment des dômes constitués d’une couche d’épithélium associé au follicule (FAE) dans 
laquelle sont enchâssées des cellules microfoldées (M). Ces cellules M captent et transportent 
les antigènes de micro-organismes commensaux ou pathogènes vers le dôme sous épithélial 
(SED). Les antigènes sont captés par des cellules présentatrices de l’antigène (APC) telles que 
les DC CCR6+ CD11c+. Les DC peuvent enfin activer les LT et LB dans la zone T pour induire 
une réponse suppressive ou activatrice contre l’antigène. Figure tirée de la revue de Kurashima 
et al. (4) 
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Les muqueuses étant des sites particuliers, des cellules « non conventionnelles » y sont 
retrouvées. Il existe notamment une population de lymphocytes T (LT) spécifiques des 
muqueuses appelés lymphocytes MAIT (Mucosal-Associated Invariant T cells). Ces 
lymphocytes peuvent être intraépithéliaux (IEL) ou présents dans la lamina propria. Ils se 
caractérisent par l’expression des récepteurs des LT (TCR) γδ, αβ ainsi que de la molécule CD8+, 
αα CD8+ (14), mais les LT helper (LTh)-17 en font aussi partie. Les LT αβ CD8+ sont impliqués 
dans l’exclusion immune que nous décrirons plus tard et dans la réparation du tissu alors que les 
LT αα CD8+ ont une forte activité cytotoxique (15). Les LT γδ sont activés suite à des dommages 
dans la barrière épithéliale et jouent un rôle important dans la réparation du tissu via la sécrétion 
de facteurs de croissance (16). Les LT γδ ont aussi un rôle dans la protection contre les pathogènes 
puisque leur absence diminue la protection contre Salmonella chez la souris (17). Les LTh-17 
sont majoritairement connus pour leur sécrétion d’interleukine (IL)-17A qui participe à la 
protection contre les champignons (18). Leur fonction n’est pas limitée à cela puisqu’ils ont aussi 
un rôle très important dans la régulation de l’homéostasie intestinale via leur interaction avec le 
microbiote et les LT régulateurs (LTreg) (19) (20). Les cellules lymphoïdes innées (ILC) sont une 
population lymphocytaire particulièrement retrouvée dans les muqueuses. Elles ne possèdent pas 
de récepteurs spécifiques pour un antigène mais peuvent répondre à un stress environnemental, 
permettant l’induction d’une protection contre des pathogènes intracellulaires (ILC1), des 
parasites (ILC2) ou des champignons (ILC3) (21). 
Les neutrophiles contribuent activement à la défense des muqueuses via (i) le relargage de 
granules toxiques éliminant les pathogènes et participant au processus pro-inflammatoire, (ii) le 
recrutement et l’activation de cellules immunitaires comme les LT CD4+, (iii) la sécrétion de 
facteurs de croissance contribuant à la réparation des muqueuses suite à des dommages (22). 
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C) L’immunité adaptative des muqueuses 
Un grand nombre de cellules dendritiques (DC) (CD11c+) permettent d’orchestrer la réponse 
immunitaire muqueuse. Les cellules de Langerhans sont retrouvées dans les couches 
superficielles de la peau mais sont aussi fortement impliquées dans la reconnaissance d’antigènes 
dans la muqueuse orale, contribuant à la réponse immunitaire muqueuse (23). Elles ont aussi été 
montrées comme pouvant induire la commutation isotypique des lymphocytes B vers une réponse 
IgA en présence de TGF-β et d’IL-10 (24). Par ailleurs, même si le sujet reste controversé, 
différentes populations de DC, identifiées selon l’expression des marqueurs CX3CR1 (CX3C-
chemokine receptor 1) et CD103, vont intervenir de manière distincte. En effet, il est 
communément admis que les DC CX3CR1+ présentes dans la lamina propria vont former des 
dendrites pour capter des antigènes de la lumière intestinale, alors que les DC CD103+ auraient 
plutôt le rôle d’acheminer les antigènes aux ganglions drainants comme les ganglions 
mésentériques (MLN) (Figure 3). Cependant, ce postulat est très discuté et pourrait être bien plus 
complexe (Figure 4). Par ailleurs, les rôles et phénotypes des macrophages, autres APC présentes 
dans la lamina propria et les PP restent encore à éclaircir pour comprendre leur implication dans 
le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative muqueuse. 
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Figure 4: Différentes populations de DC pour différentes voies d’activation de la réponse 
immunitaire. 
(a) La proportion des différentes bactéries commensales comme les bactéries filamenteuses 
segmentées (SFB) est régulée par les LTh-17 grâce aux DC CX3CR1+. D’autres bactéries du 
microbiote stimulent les IEC puis activent les DC CD103+, conduisant à une tolérance LTreg-
dépendante. (b) Certaines bactéries du microbiote activent des DC plasmacytoïdes (pDC), des 
DC « TIP » (TNF and inducible nitric oxide synthase (iNOS)-producing DCs) ou des DC 
TLR5+. Ces DC sécrètent fortement les facteurs BAFF (B cell-activating factor) et APRIL (A 
proliferation-inducing ligand) conduisant à la formation de plasmocytes à IgA. (c) Le 
microbiote est régulé négativement par des cellules lymphoïdes innées (ILC) exprimant RORγt 
(retinoic acid receptor-related orphan receptor-γt) via l’IL-22 et positivement grâce aux DC 
exprimant l’IL-17RB (IL-17 receptor B). Figure tirée de la revue de Kamada et al. (5) 
 
Une fois que les DC ont été activées et qu’elles ont migrées vers les follicules des PP, elles 
peuvent activer des LT et des LB dans la zone T. Les DC vont aussi sécréter de l’acide rétinoïque 
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afin d’induire les récepteurs de domiciliation intestinaux tels que CCR9 ou α4β7 sur les 
lymphocytes. Les principales populations de LT présentes dans la muqueuse intestinale sont les 
LTh-1, LTh-2, LTh-17. Leurs fonctions sont bien décrites mais particulièrement observées lors 
des inflammations aïgues et chroniques de l’intestin où les LTh-1 sécrètent de l’interféron gamma 
(IFN-γ) et de l’IL-12, les LTh-2 de l’IL-5 et de l’IL-13 et les LTh-17 de l’IL-17 et de l’IL-23 (15). 
Avec les DC, les LT peuvent activer les LB (réponse thymo-dépendante). Ceux-ci se différencient 
en plasmocytes à vie courte ou persistant. Ces derniers sécrètent des IgM mais majoritairement 
des IgA (25). Les IgA ont un rôle crucial dans l’homéostasie de la muqueuse intestinale même si 
les IgM semblent suppléer leurs fonctions en cas de déficience en IgA, ce qui est le cas chez 2% 
de la population (26) (27, 28).  
L’induction d’une réponse immunitaire intestinale suite à l’infection par un pathogène est 
importante pour la survie d’un individu, mais la non-réponse face à des éléments inoffensifs l’est 
tout autant. Ainsi, les aliments ou les composants du microbiote vont être reconnus comme des 
éléments du soi, induisant une tolérance périphérique fortement liée aux LTreg, conduisant à une 
suppression de la réponse immunitaire. La tolérance des muqueuses, notamment dans l’intestin, 
est fortement liée aux DC CD103+ qui activent les LTreg CD4+ FoxP3+ inductibles dans les zones 
T interfolliculaires des PP ou des MLN ; les macrophages ont aussi un rôle dans la tolérance 
médiée par les LTreg (29). Les microbes commensaux des tractus respiratoires, intestinaux ou de 
la muqueuse génitale ne sont pas censés entrer dans la circulation sanguine. Ce processus est 
contrôlé par une réponse immunitaire se limitant aux muqueuses. Ainsi, une réponse spécifique 
contre des bactéries intestinales chez la souris a été observée dans les compartiments muqueux, 
mais était absente au niveau systémique, démontrant une compartimentation de la réponse 
muqueuse contre les bactéries commensales (30). 
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A l’état basal, la muqueuse intestinale est caractérisée par la présence de LTreg pro-tolérogènes 
et de LTh-17 pro-inflammatoires dont l’action est finement contrôlée afin de conserver la flore 
tout en luttant contre les champignons et autres infections (31) (32). En conditions « normales », 
les muqueuses contiennent surtout des IgA dans leurs sécrétions, leur permettant de conserver 
toutes les caractéristiques décrites précédemment. 
II/ PRODUCTION ET LOCALISATION DES IGA  
Les IgA et IgM des muqueuses sont majoritairement présentes sous forme sécrétoire. Afin 
d’induire une réponse protectrice médiée par les IgA lors d’une vaccination contre un pathogène, 
il convient de choisir une voie d’administration adéquate et/ou d’incorporer dans la formulation 
vaccinale un élément inducteur d’IgA sécrétoires. Par ailleurs, l’utilisation d’IgA comme vecteur 
d’adressage  muqueux nécessite aussi de comprendre sa prise en charge, le devenir et la fonction 
de cette protéine dans la muqueuse. 
A) Les différentes IgA 
Les IgA sont des anticorps (Ac) sécrétés par des LB des mammifères. Comme tout Ac, ils sont 
composés de deux chaînes lourdes (Hc) et deux chaînes légères (Lc). Une Hc est divisée en trois 
régions constantes Cα1, Cα2, Cα3 et une région variable ; alors qu’une Lc est divisée en une 
région constante et une région variable. Les deux Hc sont reliées par une liaison covalente formée 
par des ponts disulfures au niveau de la région charnière située entre les régions Cα1 et Cα2. La 
partie variable de chaque IgA va permettre une reconnaissance d’un antigène peptidique. À la 
différence des autres immunoglobulines, cette reconnaissance pourrait être soit spécifique d’un 
seul antigène soit de motifs partagés par plusieurs agents du non-soi (33). La partie constante des 
IgA (Fc), en particulier celle présente sur la Hc, permet la fixation des IgA sur des récepteurs 
spécifiques. 
 
 11 
Les IgA peuvent être retrouvées sous forme de monomères (mIgA) de 150kDa mais aussi sous 
forme dimérique (dIgA). Dans ce cas, les dimères sont reliés grâce à la chaîne J de 15kDa formant 
une liaison covalente entre des cystéines des Fc. La chaîne J est une protéine de type 
immunoglobuline qui relie les chaines α et µ entre elles, permettant la formation de dIgA et d’IgM 
pentamériques. Enfin les dIgA produites dans la lamina propria et/ou dans les PP peuvent se fixer 
au récepteur aux Ig polymériques (pIgR) exprimé par sur le pôle basolatéral des cellules 
épithéliales. Le pIgR permet la transcytose des dIgA vers la lumière intestinale. Les dIgA vont 
alors se décrocher des cellules épithéliales en conservant un fragment du pIgR appelé pièce 
sécrétoire (SC) (34) (35) (36). Les IgA présentes sous cette forme sécrétoire (SIgA) dans la 
lumière intestinale sont stables  et résistent en particulier à la dégradation par les protéases (37). 
Il est important de noter que l’IgA sérique est majoritairement monomérique (80% to 99%) (38) 
tandis qu’elle est surtout dimérique dans les sécrétions. 
Les IgA sont aussi sous-divisées en deux isotypes chez l’Homme: IgA1 et IgA2. Ils diffèrent par 
la taille de leurs régions charnières, leur forme, leur séquence en acides aminés mais surtout par 
leur profil de glycosylation (39) (40). En effet, les IgA1 contiennent deux sites de N-
glycosylations et cinq de O-glycosylations  alors que lesIgA2 ne présentent aucune O-
glycosylation mais deux N-glycosylations supplémentaires (40). À noter que la chaîne J et le SC 
ont aussi leurs propres sites de glycosylation, (Figure 5). La proportion en IgA1 par rapport aux 
IgA2 est globalement plus forte (~85%), en particulier dans la circulation sanguine, la rate 
(~95%), la muqueuse nasale (~96%), la muqueuse de l’intestin grêle (~ 84%) et le colostrum 
(~65%) (40, 41). Les IgA2 sont principalement retrouvées dans le colon (~65%) et le tractus 
génital féminin (40) (42)(Table 2). Contrairement aux IgA1, les IgA2 sont résistantes aux 
protéases bactériennes, ce qui pourrait expliquer leur plus forte présence dans certaines zones de 
l’intestin (43). 
 
 12 
 
Figure 5: Les IgA1 et IgA2 présentent des profils de glycosylation différents. 
Les IgA2 possèdent 10 régions N-glycosylées alors que les IgA1 possèdent 4 régions N-
glycosylées ainsi que 10 O-glycosylées, modifiant leur région charnière. Les formes dimériques 
possèdent par ailleurs la chaine J comportant elle-même une N-glycosylation. Finalement, les 
IgA sécrétoires présentant la pièce sécrétoire augmente leur nombre glycosylations. Figure 
inspirée de l’article de Zauner et al. (44) 
 
B) Par qui et comment les IgA humaines sont-elles produites ? 
L’intestin est le plus important composant du MALT, conduisant à la compartimentation d’un 
tissu lymphoïde associé à l’intestin (GALT). Les IgA du GALT sont majoritairement sécrétées 
par les plasmocytes à IgA dérivés de lymphocytes B du GALT ou de LB1b (45). Les plasmocytes 
dérivés de LB1b sont les principales cellules sécrétrices d’IgA en dehors des LB des PPs, 
notamment après stimulation avec du TGF-β et de l’acide rétinoïque (46, 47). Bien que la fonction 
des cellules B1 dans la production des IgA reste encore à étudier, elles seraient impliquées dans 
la sécrétion d’IgA polyspécifiques induites par voie thymo-indépendante (TI) (46). D’autres 
facteurs influencent la production d’IgA dans le GALT, comme le microbiote (48-50), 
l’activation de PRR tels que le toll-like receptor (TLR)-3 (51) ou la présence de cellules M (52, 
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53). En outre, les antigènes issus de la lumière intestinale transitent via les cellules M dans le FAE 
et sont pris en charge par les DC ou macrophages du SED des PP. Des DC enchâssées dans le 
FAE peuvent directement « capter » l’antigène (54) pour ensuite activer les LB dans le SED qui 
vont migrer dans le centre germinatif afin de finir leur différenciation en LB IgA+ (55). Des 
facteurs comme RANKL, l’IL-21 ou la présence de cellules mésenchymateuses influencent la 
commutation isotypique à IgA des LB (56) (52). La plupart des IgA de l’intestin ont subi une 
hypermutation somatique, indiquant un fort rôle des LT dans la mise en place de la réponse IgA 
mais l’impact de la contribution TI reste encore peu connue (57). Les LB activés peuvent alors 
circuler via les vaisseaux lymphatiques pour rejoindre les MLN ou la circulation sanguine, et 
finalement revenir dans la lamina propria intestinale sous forme de plasmocytes grâce à des 
marqueurs de domiciliation tels que α4β7 ou CCR9 (Figure 6). Il a aussi été montré que les 
plasmocytes sécréteurs d’IgA du GALT pouvaient migrer dans le foie et sécréter des IgA 
spécifiques du microbiote ou de certains antigènes délivrés oralement à des souris (58). Les 
processus menant à la production d’IgA par les plasmocytes de la lamina propria sont 
relativement bien connus et nécessitent l’intervention de plusieurs acteurs (45). La production 
d’IgA1 plutôt que d’IgA2 n’est pas due à une plus forte action des LT dans l’activation des LB 
TD dans un cas plutôt qu’un autre (59). Une récente étude a néanmoins mis en évidence une plus 
forte expression de la cytokine B-cell activating factor (BAFF) par les LB périphériques après 
stimulation avec le ligand R848 du TLR7/8, induisant une forte sécrétion d’IgA1 et d’IgA2. Bien 
que les molécules a proliferation-inducing ligand (APRIL) et la Thymic stromal lymphopoietin 
(TSLP) pourraient être impliquées dans la commutation des LB IgA1+ vers des LB IgA2+ (60) , 
le processus de production d’un isotype plutôt qu’un autre par les plasmocytes des muqueuses 
reste encore à éclaircir.  
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Figure 6: Résumé de la mise en place de la réponse humorale à IgA thymo-dépendante dans 
la muqueuse intestinale. 
Après la prise en charge des pathogènes/antigènes par les cellules présentatrices de l’antigène 
sous les cellules M des PP, les lymphocytes T et B sont activés dans la zone T. Les lymphocytes 
B subissent la commutation de classe et l’hypermutation somatique dans le centre germinatif 
pour se différencier en plasmocytes de plus ou moins forte affinité pour l’antigène. Ils sont 
remis en circulation dans le sang et l’expression de marqueurs de domiciliation les 
reconduisent dans la lamina propria. Les IgA dimériques sécrétées se fixent au pIgR, sont 
transportées vers la lumière intestinale et sont relarguées sous forme d’IgA sécrétoires à fort 
pouvoir neutralisant dont la fonction principale est l’exclusion immune. Figure tirée de la revue 
de Hooper et al. (61) 
 
Les IgA sériques principalement monomériques sont sécrétées par les plasmocytes dérivés de la 
moelle osseuse. Les LB sont activés de façon TI principalement avec des polysaccharides ou de 
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façon TD avec des peptides, dans les ganglions lymphatiques ou la rate (Figure 7). La 
commutation isotypique et éventuellement l’hypermutation somatique permettent la 
différenciation en plasmocytes à IgA ayant une plus ou moins forte affinité pour leur antigène. 
Contrairement aux IgA sécrétées dans les muqueuses, la chaîne J n’est pas ajoutée aux IgA et 
l’isotype IgA1 est majoritairement retrouvé dans le sérum (38).  
 
Figure 7: L’activation des lymphocytes B et leur différenciation en plasmocytes sécréteurs 
d’Ig. 
Les lymphocytes B peuvent être directement activés par un antigène de façon thymo-
indépendante (A). Dans ce cas, un polysaccharide induit le regroupement des BCR à la surface 
d’un lymphocyte B, induisant sa prolifération et sa différenciation en plasmocytes sécrétant des 
IgA de faible affinité. Dans le cas d’une activation thymo-dépendante (B), l’antigène est 
présenté par des DC qui activent des lymphocytes B avec l’aide de lymphocytes T helper. Les 
lymphocytes B migrent dans le centre germinatif où ils vont subir la commutation isotypique et 
l’hypermutation somatique aidés par les DC folliculaires et les LT helper folliculaires. Les 
plasmocytes alors produits sécrètent des IgA de forte affinité. Figure tirée de la revue publiée 
par Siegrist et al. (62) 
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Différentes DC intestinales sont cruciales à l’activation des LB vers une réponse IgA à travers la 
sécrétion de facteurs tels que le TGF-β ou BAFF et APRIL (Table 1). Les mécanismes de 
commutation vers un profil IgA sont aussi bien décrits dans la muqueuse respiratoire mais des 
données sont encore nécessaires pour mettre en lumière un éventuel point commun entre toutes 
les muqueuses. Les IgA sont aussi présentes dans le compartiment systémique. Néanmoins, sous-
classes et formes des IgA diffèrent selon le tissu d’intérêt (Table 2). Ainsi, l’isotype IgA1 est 
prédominant dans le compartiment systémique et dans les muqueuses supérieures. En revanche, 
une plus forte proportion d’IgA2 est observée dans le colon alors qu’un équilibre entre les deux 
sous-classes est observé dans les glandes mammaires et l’appareil génital. Comme mentionné 
auparavant, les IgA monomériques sont particulièrement présentes dans le système sanguin alors 
que les dimériques se trouvent dans les muqueuses. Ces différents constats soulèvent un lien 
possible entre la localisation des différentes formes d’IgA, les cellules et facteurs impliqués dans 
leur production et leur fonction. 
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Table 1: Récapitulatif des cellules, récepteurs et facteurs solubles impliqués dans la 
commutation isotypique des LB vers des LB IgA+ dans les muqueuses. 
Muqueuse Fonction liées à la CSR IgA Cellules impliquées Molécules Ref 
MALT Activation de la CSR IgA après 
activation des DC par le microbiote 
(TLR) 
DC productrices de TNF-α et 
NOS (souris) 
NOS, TGF-β (TD) 
NOS, APRIL, BAFF 
(TI) 
(63) 
GALT Augmentation du taux en SIgA Cellules M (souris) RANKL (52, 53) 
Commutation IgA1 vers IgA2 après 
activation des IEC par des ligands de 
TLR 
IEC (humain, in vitro) APRIL, TSLP (64) 
Induction de LB IgA+ par voie TI pDC des MLN et PP (souris) BAFF, APRIL, IFN de 
type I 
(65) 
Différenciation de LB naïfs en LB IgA+ DC de la lamina propria 
CD11c+ CD11b+ (souris) 
TLR5 (flagelline) (66) 
Génération de LB IgA+ DC du SED (souris) CCR6, CCL20 (55) 
Augmentation de la sécrétion d’IgA 
intestinales 
DC de PP (souris) RA, IL-6/IL-5 (67) 
Induction de LB IgA+ en réponse à 
une immunisation (flagelline) 
CD103+ CD11b+ des MLN 
(souris) 
 (68) 
Augmentation du taux sérique d’IgA (souris KO) TGF-β (69) 
Augmentation de la réponse IgA 
spécifique d’un antigène (CT) dans 
les muqueuses 
(souris KO) TGF-β (70) 
Augmentation de la sécrétion d’IgA 
intestinal (feces) 
(souris KO) IL-21, IL-17, TGF-β (56) 
Formation de LB IgA+ après 
stimulation des DC (TLR) 
DC folliculaires des PP 
(souris) 
BAFF, TGF-β (71) 
Différenciation en LB IgA+ LB B220+ IgM+ et cellules 
stromales de la lamina 
propria (souris) 
 (72) 
Différenciation en plasmocytes à IgA LB de PP (souris, in vitro) TGF-β, IL-5, IL-2 (73) 
Différenciation en plasmocytes à IgA LB1b péritonéales (souris) RA, TGF-β (45, 47) 
NALT/GALT Activation des DC CD11b+ CD103+  Microbiote du NALT(souris) TLR4 (LPS) (74) 
Activation des LB vers la CSR IgA 
Induction de leur migration vers 
l’intestin 
DC CD11b+ CD103+ (souris) TGF-β 
α4β7,CCR9 
(74) 
NALT Activation des DC via le TLR3 et 
induction d’une réponse humorale 
IgA TD via le TGF-β 
DC CD103+ (souris) poly-I:C, TLR3, TGF-
β 
(51) 
CSR : commutation isotypique, NOS : espèces réactives de l’azote et de l’oxygène, RANKL : 
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand, pDC : cellule dendritique plasmacytoïde, 
GC : centre germinatif, TSLP : thymic stromal lymphopoietin, RA : acide rétinoïque, CT : toxine 
cholérique, IEC : cellules intra-épithéliales 
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Table 2: Répartition des isotypes et isoforms des IgA en function de leur localisation 
Compartiment localisation [IgA1] isoformes  
(m, d, S) 
[IgA2] isoformes  
(m, d, S) 
proportion 
(IgA1:IgA2) 
proportion 
plasmocytes 
(IgA1+:IgA2+) 
Observations particulières Ref 
SYTEMIQUE 
        
 
 
moelle osseuse 
 
m, d(29%) 
 
m, d(28.7%) 
 
11.1 
 
(75) 
 
sérum 1.5-1.6g/L m(~90%) 0.15-0.6g/L m, d(15-30%) 2.3-10 
 
La proportion de plasmocytes IgA1+ et IgA2+ correspond au ratio 
IgA1/IgA2 
(76-79) 
 
rate 
 
m, d(23.9%) 
 
m, d(44.8%) 
 
3.7-9 
 
(41, 75) 
 
GLP* 
     
9 
 
(41) 
MUQUEUX 
        
 
-GLANDES 
MAMMAIRES 
glande  
     
1.5 
 
(41) 
 
colostrum 10.9g/L S, d 15.4g/L S, d 1.1 
 
SIgA=12g/L. 
IgA1 spécifiques d’antigènes protéiques VS IgA2 dirigées contre le LPS 
(80-82) 
 
lait transitionnel 1.8g/L S, d 3.4g/L S, d 
  
SIgA=1g/L (80) 
 
lait mature 0.4g/L S, d 0.3g/L S, d 
   
(80) 
-GLANDES 
LACRYMALES 
glande  1.2g/L d(76.2%), m 1.1g/L d(71.3%), m 1.7 1.1 
 
(75, 79) 
-GLANDES 
SALIVAIRES 
glande 
 
m, d(40.7%) 
 
d(67%), m 
 
1.1 
 
(75) 
 
salive 30-900mg/L d(90-95%), 
S(20mg/L) 
16-700mg/L d(90-95%), 
S(20mg/L) 
1.3-2 
  
(76, 83) 
-NALT NALT 
     
9-19 Idem sérum (41, 79) 
 
secrétions nasales 200-650mg/L S(88%) 60-80mg/L S(88%) 2.4-10 
  
(41, 79, 
84, 85) 
-GALT langue 
 
m, d(36.8%) 
 
d(56.2%), m 
 
6.8-9 
 
(41, 75) 
 
estomac 
     
4-5.7 
 
(41, 84) 
 
MLN 
 
m, d(23.9%) 
 
m, d(45.4%) 
 
4.3 
 
(75) 
 
duodénum 
     
2.3-4 
 
(41, 84) 
 
jéjunum 
    
3.4 
 
+ proportion d'IgA2 (ratio à 1.3) si infection par différentes bactéries (86) 
 
iléum 
    
1.6 1-1.2 
 
(86) 
(41, 84)  
intestin 
 
d(60.5%), m 
 
d(72%), m 
 
1.3 α4β7 (intestin) plus fréquemment exprimé sur des plasmocytes IgA2+ 
L'immunisation orale contre Salmonella induit α4β7  
Confirmation que IgA2 plutôt en réponse au LPS 
(87) 
 
sécrétions intestinales 50mg/L S(80-90%) 100mg/L S(80-90%) 0.5 
 
La SC se fixe sur les IgA1/2, les stabilisant et les rendant hydrophobes (88) 
(89)  
gros intestin 
 
d(51.6%), m 
 
d(76.2%), m 
 
0.6 
 
(75) 
 
colon 
 
d(73%), m 
 
d(100%) 
 
0.37-0.7 
 
(90) 
 
rectum 
     
0.7-0.8 
 
(84) 
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-GENALT endocervix 
     
1.3 
 
(84) 
 
ectocervix 
     
1.4 
 
(84) 
 
vagin 
     
0.8 
 
(84) 
 
sécrétions vaginales 17mg/L 
 
20mg/L 
 
~1 
  
(79) 
*GLP :ganglions lymphatiques périphériques 
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III/ LA FONCTION DES IGA1 ET IGA2 : BALANCE ENTRE TOLERANCE ET 
INFLAMMATION 
A) Les récepteurs aux IgA 
Plusieurs récepteurs ont été décrits comme pouvant interagir avec les IgA tels que le pIgR qui 
permet le transport des IgA ou le récepteur Fc néonatal (FcRn) qui permet le recyclage des Ig. 
Quatre récepteurs peuvent être impliqués dans l’induction d’une réponse immunitaire et vont 
particulièrement nous intéresser : FcαRI, DC-SIGN, Dectin-1 et le récepteur à la transferrine 
(Figure 8). 
 
Figure 8: Les quatre principaux récepteurs aux IgA. 
Le FcαRI est associé aux chaînes γ possédant un domaine intramembranaire composé de motifs 
ITAM impliqués dans le rôle pro- et anti- inflammatoire de ce récepteur. Le récepteur à la 
transferrine est connu pour fixer le fer mais aussi les IgA grâce à son domaine 
extramembranaire. DC-SIGN et Dectin-1 sont deux lectines de type C capables de fixer les IgA 
via leurs glycosylations. Dectin-1 possèdent en plus un domaine ITAM dont la fonction lors de 
la fixation des IgA n’est pas encore éclaircie.  
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Le récepteur aux IgA (FcαRI/CD89) est exprimé par les éosinophiles (91), les neutrophiles (92), 
les monocytes (93) et les DC (94). Il peut fixer aussi bien les IgA1 que les IgA2. Une 
polymérisation du FcαRI soluble a été observée en présence de mIgA (95). En général, ce 
récepteur lie mieux les IgA sous forme de complexes immuns ou de polymères (96). Deux FcαRI 
peuvent interagir avec une IgA et peuvent être associés avec des FcRγ contenant un motif ITAM 
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) (97). La présence de ce dernier va médier une 
réponse activatrice induite par les IgA sous forme de complexe immun (98, 99). Ainsi, en contexte 
infectieux, les complexes immuns formés avec les IgA se fixent au FcαRI des DC CD103+ 
intestinales, induisant une cascade de signalisation débutant par les motifs ITAM et aboutissant à 
une réponse inflammatoire médiée par la caspase-1 impliquant les LTh17 et des cytokines telles 
que l’IL-23, et le TNF-α (100) (Figure 9). Le rôle du FcαRI est double puisqu’il peut aussi induire 
une réponse anti-inflammatoire. En effet, la fixation des IgA monomériques sériques entraîne le 
recrutement de la protéine Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (SHP-1) sur 
les domaines ITAM ce qui empêche la fixation de l’enzyme Syk et donc de la voie de signalisation 
pro-inflammatoire (101-103). Par ailleurs, ce récepteur est fortement impliqué dans les 
néphropathies à IgA (IgAN) (104). Cette maladie auto-immune est caractérisée par la sécrétion 
d’IgA1 monomériques anormalement glycosylées puisque présentant une déficience en galactose 
dans les O-glycosylations de la région charnière (105, 106). Cette différence par rapport aux IgA1 
sériques normales va rendre ces molécules fortement immunogènes, c’est-à-dire qu’elles sont 
reconnues comme un élément du non soi par le système immunitaire. Ce dernier va donc induire 
une réponse spécifique contre ces IgA1 dégalactosylées, conduisant à une agglutination de 
complexes immuns dans le rein pouvant aboutir à l’insuffisance rénale (105). 
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Figure 9: Modèle de réponse inflammatoire soulignant la cooperation entre les TLR et le 
FcαRI.  
(Gauche) A l’état basal, les cellules dendritiques (DC) CD103+ sont activées via leur TLR 
par des molécules provenant de la lumière intestinale. Ce processus induit la transcription de 
gènes pro-inflammatoires mais ne conduit pas à la synthèse de protéines. (Droite) En cas 
d’infection, des complexes immuns formés par les IgA se fixent au FcαRI, fournissant un 
second signal nécessaire à l’augmentation de la caspase-1 et donc à la synthèse de protéines 
pro-inflammatoires. Figure tirée de l’article de Hansen et al. (100) 
 
Le récepteur à la transferrine 1 (CD71) est une glycoprotéine fixant le fer complexé à la 
transferrine puis endocytée par la cellule. Il est exprimé dans de nombreux tissus comme le colon 
et l’intestin (107) mais aussi fortement sur les lymphocytes sanguins (108). CD71 a été décrit 
comme un récepteur pouvant interagir avec des IgA monomériques (109) mais aussi sécrétoires 
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notamment grâce à leurs glycosylations (110). En outre, il permet le transport des SIgA1 ayant 
fixé un Ag de la lumière intestinale vers la lamina propria (111, 112). CD71 est sur-exprimé chez 
les patients souffrant de néphropathies à IgA, suggérant un rôle aggravant de ce récepteur dans 
cette maladie (113).  
DC-SIGN est une lectine transmembranaire de type C (CLR) fortement exprimée par des DC 
immatures des tissus périphériques et dans le modèle in vitro de DC dérivées de monocytes 
(moDC) (114, 115). Leur domaine extra-membranaire de type C va permettre la reconnaissance 
de structures carbohydrates telles que le mannose ou le fucose (116). Ce récepteur interagit avec 
des éléments du soi mais aussi avec certains pathogènes comme les champignons et les 
mycobactéries et induit une réponse immunitaire via les DC (117) (118) (119). Il va aussi 
permettre l’interaction avec les LT ou le transport des DC dépendant des cellules endothéliales 
via respectivement ICAM3(114) et ICAM2(115). Une étude a mis en évidence une plus faible 
prise en charge des IgA par les DC lors d’un traitement de ces dernières au mannose (120). De 
cette façon, un rôle de DC-SIGN dans la liaison des IgA, supposément via leurs motifs glycosylés, 
a été souligné. Contrairement au FcαRI, aucun rôle pro- ou anti-inflammatoire n’a été démontré 
suite à la fixation des IgA sur ce récepteur. 
Comme DC-SIGN, Dectin-1 est un CLR originairement décrit comme étant le récepteur aux β-
glucans (121) possédant le motif 3-O-Su-GalNAcβ. Il est exprimé par les macrophages, les 
neutrophiles et les DC. Il possède un rôle protecteur notamment contre les champignons en 
induisant la sécrétion de cytokines et d’espèces réactives de l’oxygène (122) en collaborant avec 
le TLR-2 (123). Récemment, une voie β-glucans / Dectin-1/ IL-17 a été mise en évidence pour 
son rôle dans la régulation du microbiote (124). L’implication de Dectin-1 dans la réponse 
immunitaire pourrait être liée à son domaine ITAM intracellulaire (121). Par ailleurs, notre équipe 
a démontré le rôle important de Dectin-1 mais aussi du récepteur aux acides sialiques Siglec 5 
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dans la transcytose inverse des IgA grâce à des modèles in vitro et in vivo n’exprimant plus ce 
récepteur (11). Ainsi, Dectin-1 pourrait aussi lier les IgA à la surface des DC même si la voie 
déclenchée reste méconnue. Néanmoins, il est connu que la chaîne γ du FcεRI possédant des 
motifs ITAM inhibe la voie pro-inflammatoire induite par des ligands de Dectin-1 sur les DC 
(125). Dès lors, un lien pourrait être fait entre la présence du FcαRI, pouvant aussi être associé à 
des chaînes γ, et Dectin-1 conduisant à une régulation complexe des IgA interagissant avec les 
deux récepteurs. Par ailleurs, notre équipe a mis en évidence une régulation négative des 
récepteurs Dectin-1 et Siglec 5 par le senseur de pathogènes NOD-2 (Annexe III). Ces résultats 
ouvrent encore de nouvelles perspectives quant aux systèmes de régulation des récepteurs aux 
IgA à prendre en compte lors de la réponse IgA-médiée. 
B) Fonction anti-inflammatoire des IgA  
Exclusion immune 
Les IgA participent à la tolérance immunitaire dès la naissance puisque les IgA maternelles 
inhibent la réponse adaptative chez l’enfant pour permettre l’acquisition de leur microbiote (126). 
En plus de participer à l’établissement du microbiote, les IgA intestinales vont aussi la réguler 
tout le long de la vie d’un individu (52, 127). Grâce à leur fonction d'exclusion immune, elles 
permettent de différencier les bactéries inoffensives ou commensaux des agents pathogènes 
(128), conduisant à la notion d’une immunosélection médiée par les anticorps (AMIS) (129). 
L’exclusion immune correspond à la fixation d’IgA à large spectre de reconnaissance antigénique 
sur des bactéries intestinales, forçant l’agrégation des bactéries répliquées (130) et empêchant 
l’entrée de ces dernières dans les cellules de l’hôte (Figure 10). L’un des moyens dont disposent 
les IgA pour empêcher l’entrée des bactéries est de se fixer dans le mucus tapissant le colon après 
avoir reconnu les bactéries (131). Ainsi la neutralisation des bactéries pathogènes comme Shigella 
flexneri par la fixation du LPS empêche la mise en place d’une réponse inflammatoire délétère 
pour l’intestin avant et pendant l’infection des cellules cibles (132, 133). La SC a notamment été 
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décrite comme un facteur améliorant la fonction protectrice via l’exclusion immune (134-136). 
Les IgA poly-réactives recouvrent également les bactéries commensales (57, 137), notamment 
après l’induction par ces bactéries (33) d’une réponse thymo-indépendante (138) conduisant ainsi 
à une réponse préférentiellement tolérogène contre ces agents.  
 
Figure 10: Modèle de réponse des IgA sécrétoires aux agents pathogènes ou commensaux. 
(a) Deux types d’IgA seraient produites : les « classiques » à forte spécificité par la voie thymo-
dépendante et les IgA « naturelles » à faible spécificité par la voie thymo-indépendante. (b) Les 
deux types d’IgA pourraient être retrouvées chez un même individu, les classiques fixant plutôt 
les pathogènes (flèches épaisses) et les naturelles les commensaux (flèches plus fines). Cette 
dichotomie, pas forcément aussi restrictive, pourrait expliquer le rôle tolérogène des IgA vis-
à-vis du microbiote et le rôle protecteur contre les pathogènes. Figure tirée de la revue de 
Pabst et al. (33) 
Réponse anti-inflammatoire directe 
Les IgA sécrétoires peuvent directement induire une réponse T régulatrice avec sécrétion d’IL-
10 dans un modèle de DC dérivées de la moelle osseuse (139). Même si ce modèle n’est pas 
complètement représentatif d’une réponse muqueuse impliquant d’autres types de DC, il met en 
évidence un mécanisme tolérogène des SIgA, Les IgA intestinales complexées avec des bactéries 
du microbiote comme E. coli peuvent notamment diminuer la réponse inflammatoire (140). Les 
IgA monomériques du sang ont aussi été décrites comme inductrices de réponse anti-
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inflammatoire : (i) via le FcαRI (103), (ii) en inhibant par exemple la réponse Th17 (141), (iii) en 
induisant la mort des neutrophiles (142). 
C) Fonctions pro-inflammatoire des IgA dans la lutte contre les pathogènes 
Les IgA peuvent aussi être induites par des pathogènes (143). Dans ce cas, l’activation de la 
réponse adaptative peut provenir de la présentation d’un antigène délivré par des IgA intestinales. 
Les IgA, notamment les IgA2, fixent les bactéries dans la lumière intestinale puis sont rétro-
transportées vers le SED grâce au récepteur Dectin-1 (11) où elles vont pouvoir activer des DC 
(144). Le rôle des IgA dans l’inflammation est d’ailleurs souligné chez les patients atteints de la 
maladie de Crohn possédant une mutation du gène NOD-2, conduisant à un plus fort transport 
des IgA dans la lumière intestinale (Annexe III). Les complexes immuns formés par les IgA 
induisent une réponse cytokinique pro-inflammatoire via les macrophages et les monocytes (145) 
et sont phagocytés par les cellules de Kupffer dans le foie (146). Enfin, les IgA sériques induisent 
la migration de neutrophiles et la NETose via le FcαRI (147, 148), menant à une cytotoxicité 
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), de la phagocytose et à la sécrétion de cytokines et 
espèces réactives de l’oxygène (149) (Figure 11). Ainsi, les IgA possèdent un effet protecteur via 
leurs interactions avec les cellules immunitaires. 
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Figure 11: Rôle protecteur des neutrophiles dans la fonction des IgA. 
(a) Les neutrophiles peuvent être liés au rôle anti-inflammatoire des IgA via le FcαRI, qui induit 
l’inhibition de leur activation. (b) Les neutrophiles sont surtout impliqués dans la fonction pro-
inflammatoire des IgA. En effet, les IgA induisent l’ADCC, l’opsonisation, la sécrétion 
d’espèces réactives de l’oxygène, le relargage de NET, la dégranulation et la sécrétion de 
cytokines par les neutrophiles ainsi que leur recrutement. Figure tirée de la revue de Heineke 
et al.(150).  
 
Ces données démontrent que les IgA de forte ou de faible affinité sont essentielles pour 
l’homéostasie intestinale à la fois en induisant une tolérance vis-à-vis du microbiote mais aussi 
en médiant la protection contre des pathogènes entériques via de nombreux mécanismes (Figure 
12). Pour cette deuxième fonction, la mise en place de vaccins ciblant des pathogènes muqueux 
va passer par la recherche d’une réponse muqueuse IgA neutralisante (151, 152). Le challenge 
reste de bien contrôler la réponse IgA induite afin d’éviter qu’elle ne soit tolérogène. 
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Figure 12: Résumé des fonctions protectrices des IgA dans la muqueuse intestinale. 
(1) Les IgA sécrétoires réalisent l’exclusion immune, empêchant l’entrée de pathogènes. (2) 
Les IgA transportées par le pIgR peuvent former des complexes immuns avec des pathogènes 
endocytés dans les endosomes de la cellule, induisant leur excrétion hors de la cellule. (3) Les 
IgA diminuent les dommages subis par l’épithélium en inhibant la voie NF-κB. (4) Les IgA 
dimériques forment des complexes immuns avec des pathogènes dans la lamina propria et les 
renvoient vers la lumière intestinale via la transcytose. (5) La pièce sécrétoire libre (SC) peut 
neutraliser des pathogènes en fixant des glycans. (6) La SC peut limiter le recrutement de 
leucocytes en inhibant CXCL8, diminuant l’inflammation. Figure tirée de la revue publiée par 
Corthésy (37). 
 
C h a p i t r e  I I  :  L ’ I g A  :  v e c t e u r  v a c c i n a l  m u q u e u x  
I/ LES DIFFERENTS VACCINS MUQUEUX 
Nous avons vu que les muqueuses représentent une surface énorme d’échanges avec 
l’environnement extérieur, représentant dès lors une cible de choix pour certains agents infectieux 
tels que les entérobactéries mais aussi des virus comme le virus de l’immunodéficience humaine 
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(VIH). Une batterie de mécanismes protecteurs décrits plus haut est donc présente pour limiter ce 
genre d’infection. Afin de lutter contre des pathogènes ciblant les muqueuses, des études se sont 
donc penchées sur la création de vaccins muqueux. L’idée est de présenter un ou des antigènes 
aux sites inducteurs de la réponse immunitaire dans le GALT, NALT ou GENALT afin d’induire 
une réponse à la fois cellulaire et humorale incluant la sécrétion d’IgA neutralisantes (153). 
Cependant, comme nous l’avons vu précédemment, de nombreux obstacles liés aux 
caractéristiques intrinsèques des muqueuses apparaissent : (i) résister aux conditions délétères de 
l’intestin notamment le pH acide ou les protéases bactériennes, (ii) traverser la barrière épithéliale 
afin de cibler les APC présentes dans la lamina propria mais surtout dans le SED des PP, (iii) 
induire une réponse immunitaire pro-inflammatoire non-tolérogène, (iv) éventuellement 
« casser » la compartimentation muqueuse/systémique pour par exemple activer les lymphocytes 
B1 sécréteurs d’IgA, (v) induire le recrutement de cellules immunitaires au niveau des muqueuses 
par l’induction de récepteurs de domiciliation intestinal. 
Malheureusement, peu de vaccins muqueux sont actuellement disponibles car les limites 
énoncées précédemment sont difficiles à dépasser. Les vaccins muqueux actuels ne présentent 
pas une réponse optimale car en grande partie seulement basée sur une réponse humorale (Table 
3). Néanmoins, la mise en place de nouveaux vecteurs spécialement adaptés à la vaccination 
muqueuse pourrait ouvrir la voie à la généralisation de cette stratégie vaccinale (Annexe I). Ainsi, 
l’utilisation de nanoparticules protéiques ou lipidiques permet d’encapsuler et de protéger des Ag 
mais aussi de présenter en parallèle une panoplie d’adjuvants tout en pouvant être endocyté par 
des APC. Ces méthodes pourraient aussi permettre de cibler les cellules les plus aptes à protéger 
contre un pathogène par exemple en incorporant des récepteurs spécifiques ou des molécules 
comme l’acide rétinoïque induisant l’expression de l’intégrine α4β7 (154). 
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Table 3: Vaccins muqueux licenciés en 2017. 
12 vaccins muqueux sont disponibles sur le marché en 2017, ciblant 5 pathogènes dont 
seulement 2 bactéries (Salmonella Typhi et Vibrio cholera). La plupart utilisent les pathogènes 
vivants mais atténués et s’administrent par voie orale, induisant une sécrétion d’IgA dans les 
muqueuses. OPV, oral polio vaccine; CTL, cytotoxic T lymphocytes; CTB, cholera toxin B 
subunit; LPS, lipopolysaccharide. Figure tirée de la revue publiée par Kim et al.(155) 
 
 
La plupart des vaccins muqueux licenciés sont administrés par la voie orale (Table 3). Les 
compartiments muqueux sont reliés entre eux (théorie du système immunitaire commun 
muqueux) mais distincts du systémique, permettant de penser à une stratégie vaccinale commune 
(Figure 13). La vaccination par voie génitale concerne aussi bien des bactéries comme Chlamydia 
ou des virus comme le VIH ou le virus du papillome humain (HPV) qui infectent cette muqueuse. 
HPV est responsable de 1000 décès par an du fait de l’induction de cancers du col de l’utérus 
chez la femme en France. Des vaccins sont commercialisés comme Gardasil® et Cervarix® mais 
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sont injectables par voie intramusculaire. De la même façon, le VIH est transmissible par voie 
sexuelle mais aucun vaccin administrable par voie génitale n’offre de résultats concluants. Les 
limitations de la conception d’un vaccin vaginal sont liées à (i) la difficulté d’induire des IgA 
neutralisantes à ce niveau, très efficaces dans la protection, (ii) la praticité de cette voie du fait de 
la vision culturelle, d’un recours à un médecin spécialiste pas forcément présent selon les régions 
géographiques, du nombre éventuel de doses ou du nombre de personnes concernées, c’est-à-dire 
toute personne pouvant avoir des relations sexuelles, (iii) la différence entre homme et femme. 
Néanmoins la vaccination intra-vaginale chez la souris a montré une protection contre le virus 
herpès simplex (HSV)-2 par l’induction de LT mémoires (156), laissant présager une potentielle 
utilisation de cette voie d’administration. La vaccination vaginale chez la femme avec la toxine 
cholérique B (CTB) comme adjuvant et comme antigène induit une réponse IgA 58 fois plus 
importante que la vaccination nasale dans les sécrétions cervicales. A l’inverse, une sécrétion 
d’IgA 7 fois moins importante dans les sécrétions vaginales a été observée (157). Une autre étude 
a pourtant démontré une sécrétion d’IgA spécifiques de la CTB à la fois dans les sécrétions 
vaginales et cervicales après immunisation vaginale (158). Ainsi, il n’est pas évident d’induire 
une réponse correcte complète par voie vaginale localement et la recherche d’amélioration à ce 
niveau reste à investiguer. Par ailleurs, bien qu’une réponse systémique et sublinguale peut être 
observée, l’administration d’un vaccin génital induit une réponse limitée au vagin et n’est pas 
applicable au rectum par exemple (158). A l’inverse, l’immunisation rectale permet une forte 
sécrétion d’IgA spécifiques dans le rectum (158) mais aussi dans le tractus génital en cas 
d’immunisation contre la grippe (159). Cependant, la vaccination rectale ne touche pas les autres 
muqueuses et reste une voie d’administration difficile à mettre en place mais pourrait être une 
bonne stratégie de lutte contre le VIH (160). La voie d’immunisation sublinguale est de plus en 
plus étudiée du fait des nombreuses possibilités qu’elle ouvre. En effet, elle induit une réponse 
adaptative humorale et cellulaire à la fois systémique et muqueuses. Ces réponses protègent 
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contre des pathogènes oraux mais aussi contre influenza H1N1 ou papillomavirus au niveau 
respiratoire et génital respectivement (161, 162). Comme la vaccination orale, la voie sublinguale 
peut faire intervenir une tolérance immunitaire. Par conséquent, son utilisation pour la 
désensibilisation est particulièrement relevante, notamment contre les allergènes respiratoires 
alors que la voie orale montre de meilleurs résultats pour les allergies alimentaires (163). Cette 
approche est de plus en plus étudiée car peu dangereuse comparée par exemple à la voie sous-
cutanée (164) mais nécessite une forte quantité d’antigènes et l’utilisation d’adjuvants ou des 
systèmes de délivrances permettant l’induction d’une tolérance tels que la CTB ou des 
nanoparticules (165). Ainsi, la voie sublinguale nécessite encore d’étudier des adjuvants 
efficaces, les formulations et les doses les plus adéquates pour l’appliquer dans des phases plus 
avancées de stratégies vaccinales.  
Enfin, la vaccination nasale pourrait être une bonne alternative pour cibler de nombreuses 
muqueuses puisqu’elle induit des réponses dans le tractus respiratoire, digestif, génital et 
finalement dans le compartiment systémique, (Figure 13) (166). Bien que l’organogénèse du 
GALT soit différente du NALT, ce dernier possède aussi des cellules M semblables à celles du 
GALT et essentielles à l’induction d’une réponse immunitaire muqueuse globale (167) (168). Le 
NALT est de ce fait une cible de choix pour la vaccination muqueuse (169). Dans ce contexte, 
l’injection par voie nasale du couple p24-IgA sécrétoire induit le même type de réponse 
protectrice que celle observée dans l’intestin suite à l’infection de souris par le virus de la vaccine 
exprimant la protéine gag, soulignant la possibilité de faire un vaccin muqueux en ciblant le 
NALT (170). De même, l’immunisation nasale avec une souche atténuée de S. Typhimurium 
induit une protection contre Salmonella via les cellules M du NALT (168). 
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Figure 13: Les différentes voies d’administration muqueuses et leurs sites immunitaires 
inducteurs associés. 
Les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses peuvent être ciblés en choisissant une voie 
d’administration vaccinale appropriée i.e. la voie orale pour le GALT ou la voie nasale pour 
le NALT par exemple. Le ciblage des différents sites est rendu possible par l’expression de 
marqueurs de domiciliation sur les cellules immunitaires tels que α4β7 par exemple qui cible 
l’intestin. Cependant, ces marqueurs ne sont pas totalement spécifiques et l’utilisation d’une 
voie permet un ciblage plus élargi. Ainsi, la vaccination intranasale est préférée pour cibler les 
voies respiratoires, gastriques et génitales. La vaccination orale est efficace pour l’immunité 
dans l’intestin et pour l’induction d’anticorps des glandes mammaires. (166). 
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II/ L’IGA : LE MOÏSE DE LA VACCINATION MUQUEUSE ? 
Comme expliqué précédemment, les SIgA et notamment les SIgA2, sont stables dans l’intestin 
et peuvent être transportées de part et d’autre de l’épithélium intestinal (171). Notre équipe a 
démontré que les IgA sécrétoires couplées chimiquement à la protéine de capside p24 du VIH et 
administrées par voie orale à des souris ciblaient spécifiquement les cellules M des PP et 
induisaient une réponse muqueuse humorale et cellulaire spécifique de la p24 mise en évidence 
par la sécrétion d’IgA et de cytokines pro-inflammatoires (172). De plus, une autre équipe a 
synthétisé une protéine fusion comprenant le fragment variable d’une IgA spécifique de la 
protéine GP2 exprimée par les cellules M et une partie streptavidine. Ce vecteur conjugué à un 
lysat de S. Typhimurium biotinylé et administré oralement a induit une réponse muqueuse 
humorale protectrice contre Salmonella notamment via la sécrétion d’IgA spécifiques (173). 
Grâce à leurs fonctions intrinsèques, les IgA sont donc des candidats potentiels comme vecteurs 
vaccinaux contre des pathogènes entériques au même titre que les nanoparticules protéiques ou 
lipidiques (Annexe I). 
Dans le cas d’un modèle murin, l’utilisation d’IgA murine semble la plus pertinente. Les IgA 
murines ont la même structure globale que les IgA humaines (174) mais leur région charnière est 
tronquée (175). Ceci pourrait expliquer leur résistance dans l’environnement intestinal, comme 
observé avec les IgA2 humaines. Cependant, les souris ne présentent pas le même profil 
d’expression des récepteurs aux IgA. En effet, elles n’expriment pas le FcαRI (176) et seulement 
les homologues de DC-SIGN specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin 
receptor (SIGNR)-1 et 3 (139) (177), mais expriment Dectin-1 (178) et le récepteur à la 
transferrine. A noter que Siglec 5 est aussi absent chez la souris mais qu’il existe l’orthologue 
murin Siglec F dont l’expression est très différente de la molécule humaine (12). 
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Bien que les IgA semblent extrêmement adaptées pour une utilisation en vaccination muqueuse, 
leur effet intrinsèque sur le système immunitaire reste peu étudié ainsi que leurs caractéristiques 
et fonctions dans les différents compartiments muqueux. 
III/ LES IGM : VECTEUR VACCINAL ALTERNATIF OU COMPLEMENTAIRE DES 
IGA 
Les IgM sont principalement retrouvées sous forme pentamérique dans le sang et exprimées par 
les LB n’ayant pas subis la commutation isotypique ni l’hypermuation somatique. Elles sont 
caractérisées par une faible affinité pour leurs antigènes, souvent de type polysaccharidiques, et 
par une fonction majoritairement liée à l’activation de la voie classique du complément. 
Des IgM sécrétoires (SIgM) peuvent être retrouvées dans l’intestin et les muqueuses en moins 
forte concentration que les IgA. Ainsi, on retrouve 70, 10 et 5 fois moins d’IgM que d’IgA 
respectivement dans les sécrétions nasales (79), dans le rectum (179) et dans le jujénum chez les 
enfants de moins de 25 ans (180). Les SIgM seraient majoritairement issues de plasmocytes IgM+ 
mémoires et auraient pour rôle de fixer les bactéries commensales au mucus intestinal avec les 
SIgA (181). Le lien étroit entre IgM et IgA a été confirmé puisqu’une absence d’IgA chez la 
souris entraine une augmentation des IgM dans les sécrétions muqueuses et l’absence d’IgM 
augmente le développement de LB B-1, suggérant une compensation des ces anticorps en cas de 
manquement de l’un d’entre eux (26, 27, 182, 183) (28). En plus du rôle de contrôle du 
microbiote, des études suggèrent une protection des muqueuses, notamment de l’intestin, liée aux 
IgM. En effet, l’utilisation d’une SIgM chimérique spécifique d’un haptène induisait une 
protection contre un meningococcus du groupe B via la voie du complément (184). Les IgM sont 
aussi impliquées dans la réponse muqueuse lors des maladies diarrhéiques par exemple puisque 
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qu’une augmentation 5 fois plus importante du taux d’IgM que d’IgA chez les enfants est 
observée dans ces cas (185). 
Les IgM polymériques se fixent sur des récepteurs qu’ils partagent avec les IgA dimériques à 
savoir le Fcα/μR et le pIgR (186) (187). Néanmoins, un récepteur spécifique des IgM a 
récemment été mis en évidence chez la souris, à savoir TOSO ou Fas apoptotic inhibitory 
molecule 3 (FAIM3) (188) connu pour être impliqué dans la survie des cellules (189). 
L’expression de TOSO sur les cellules de l’immunité innée telles que les granulocytes ou les 
macrophages reste encore controversée (190) (191) mais sa présence sur les LT humains et surtout 
les LB humains et murins est clairement admise (192) (193).  
Au vu des caractéristiques intéressantes des SIgM, la question de leur alternative aux SIgA 
comme vecteur vaccinal muqueux parait légitime. En effet, elles possèdent a priori les mêmes 
qualités que les IgA avec pour principal avantage de posséder 10 sites de fixation d’antigènes 
alors que les SIgA n’en possèdent que 4. Cependant, de légères différences avec les IgA 
pourraient plutôt mettre en avant les IgM comme des compléments aux IgA. En effet, (i) la 
présence du recepteur TOSO sur les cellules des muqueuses n’a pas encore été clairement définie 
bien que les données récoltées par notre équipe démontreraient la présence de TOSO sur les 
cellules M, permettant la transcytose inverse des IgM, (ii) leur plus faible présence dans les 
muqueuses laisse supposer une plus faible présence de récepteurs (iii) les SIgM sont moins 
résistants à la protéolyse que les SIgA (194), (iv) bien que la transcytose des IgM ait été montrée 
(183, 195), leur transcytose inverse reste à être démontrée (v) leur fonction repose en grande 
partie sur l’activation du complément alors que les IgA sont plutôt liées à l’exclusion immune. 
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C h a p i t r e  I I I  :  S a l m o n e l l a  c o m m e  c h a l l e n g e  p o u r  l a  
v a c c i n a t i o n  m u q u e u s e  
I/ DIFFERENTES SOUCHES POUR DIFFERENTES PATHOLOGIES 
 Cette thèse a pour but de présenter les IgA comme un vecteur vaccinal muqueux potentiel. 
Nous allons voir que les Salmonella sont des cibles importantes pour la vaccination muqueuse. Il 
est nécessaire dans un premier temps de caractériser ce pathogène. Cependant de la même 
manière que chaque individu est différent, il en est de même avec les bactéries. Nous allons donc 
devoir catégoriser les bactéries Salmonella afin de définir les cibles d’intérêts pour mieux les 
analyser par la suite. 
A) La classification 
 Le genre Salmonella est une grande famille d’entérobactéries pathogènes aéro-anaérobies 
facultatives, c’est-à-dire d’organismes procaryotes dont l’environnement le plus adapté pour une 
infection est l’intestin de son hôte. En forme de bâtonnet, les Salmonella sont des bactéries Gram 
négatif et possèdent donc une paroi composée de lipopolysaccharides (LPS). Des 
oligosaccharides peuvent être associés au LPS et sont désignés comme les antigènes O (Ag-O). 
Par ailleurs, les flagelles sont un assemblage de protéines qui sont désignées comme les antigènes 
H (Ag-H). Le schéma de Kauffmann-White en 1934 a servi de première classification pour 44 
sérovars de Salmonella. Il a introduit deux espèces dans le genre Salmonella à savoir Salmonella 
enterica et Salmonella bongori (196). L’espèce enterica est elle-même divisée en six sous-
espèces (ssesp) : S. enterica ssesp enterica (I), S. enterica ssesp salamae (II), S. enterica ssesp 
arizonae (IIIa), S. enterica ssesp diarizonae (IIIb), S. enterica ssesp houtenae (IV) et S. enterica 
ssesp indica (VI). Ces sous-espèces ont été classées selon différentes caractéristiques telles que 
leur habitat (animaux à sang chaud ou sang froid) ou leur nutrition (fermentation du lactose ou 
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du tartrate (197) etc..). Au sein des sous-espèces, les bactéries sont différenciées en sérovars selon 
des caractéristiques sérologiques à savoir l’expression des antigènes (Ag) O et H à leur surface. 
Cette méthode a permis de regrouper des sérovars en sérogroupes en cas d’expression d’un Ag-
O commun. Par exemple, le sérogroupe O:2 se caractérise par plusieurs sérovars exprimant tous 
l’Ag-O numéro 2 et ayant des Ag-H différents voir d’autres antigènes O. Cette méthode de 
classification risque néanmoins d’être remplacée par la méthode MLST (Multilocus Sequence 
Typing) qui permet de retrouver les différents sérovars par séquençage génétique (198). Il existe 
2610 sérovars du genre Salmonella dont la majorité se trouvent dans l’espèce enterica (2557) et 
plus particulièrement la ssesp enterica qui reste la plus représentée avec 1531 sérovars (197). 
B) Salmonella et évolution : vers des bactéries extrêmement adaptées à leurs hôtes 
Les 2610 sérovars se distinguent par l’expression de protéines qui vont modifier l’adaptation de 
chaque sérovar à son hôte ainsi que leur virulence. Cependant, une différence maximal de 4,6% 
entre les gènes orthologues des sérovars augure une origine commune (199). Le genre Salmonella 
se différencie d’autres bactéries telles qu’E. coli par l’acquisition de cluster de gènes de virulence 
tels que les îlots de pathogénicité de Salmonella (SPI) 1 et 2 lui permettant d’infecter 
respectivement l’intestin ou le compartiment systémique. Enfin, la sous-espèce enterica a acquis 
la capacité d’infecter un grand nombre d’espèces animales, notamment les vertébrés à sang chaud. 
Ce sont donc les Salmonella enterica ssesp enterica (S.ssesp I) que nous décrirons par la suite 
puisque nous allons voir que leur adaptation à leurs hôtes - les mammifères et les oiseaux- va être 
à l’origine de nombreuses problématiques pour l’Homme. Certaines S.ssesp I peuvent induire des 
gastroentérites s’aggravant dans seulement 7% des cas en infection systémique. Ces bactéries 
sont donc caractérisées par une forte morbidité mais une faible mortalité. À l’inverse, d’autres 
S.ssesp I peuvent induire une infection systémique chez l’Homme, appelée fièvre typhoïde. Cette 
maladie se caractérise par une plus forte mortalité que les gastroentérites induites par les autres 
S.ssesp I. De plus, 1 à 4% des patients rétablis d’une fièvre typhoïde deviennent des porteurs sains 
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de Salmonella contre 0,2 à 0,6% chez les patients rétablis d’une gastroentérite. Cette adaptation 
est due à l’acquisition des SPI-1 et 2 mais aussi d’autres gènes présents notamment dans l’opéron 
spv (Salmonella plasmid virulence) transmis par transfert horizontal (199). L’adaptation n’est pas 
qu’une question d’ajout de caractéristiques, puisqu’une étude a montré que des Salmonella très 
spécialisées pour leur hôte présentaient un génome plus dégradé qu’une Salmonella moins 
spécialisée, notamment avec l’apparition de pseudogènes (200). Dans ce sens, une dégradation 
du génome des Salmonella persistantes a été montré chez des personnes immunodéficiences, les 
définissant comme de possibles réservoirs pour l’évolution de Salmonella (201). Ainsi, les 
Salmonella enterica ssesp enterica sont parfaitement adaptées à leurs hôtes, leur permettant une 
infection efficace. 
Environ 200 types de maladies alimentaires dues à des toxines, des virus, des parasites ou des 
bactéries ont été recensées (Linscott A.J, Clin. Microbiol. Newsl, 2011) (WHO). Les bactéries S. 
ssesp I sont les principales responsables de ces maladies chez l’Homme et les animaux et 
induisent quatre types de syndromes cliniques : (i) des sérovars tels que S. Typhimurium et 
Enteritidis induisent des gastroentérites, (ii) ces gastroentérites peuvent se compliquer en 
bactériémie pouvant entrainer des ostéomyélites notamment chez les enfants atteints 
d’hémoglobinopathies (202), (iii) des sérovars tels que S. Typhi et S. Paratyphi induisent la fièvre 
typhoïde, (iv) des patients préalablement infectés peuvent devenir porteurs sains suite à la 
persistance de Salmonella dans la vésicule biliaire grâce à des mécanismes tels que la mise en 
place de biofilms (203). Les cas (ii) et (iv) étant des conséquences d’une primoinfection par 
Salmonella, nous ne les aborderons pas dans notre étude qui vise à lutter contre l’infection à 
Salmonella via la vaccination. 
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C) La fièvre typhoïde 
Les premières références à la fièvre typhoïde datent dès l’antiquité lors de la « Peste d’Athènes », 
une épidémie ayant touchée la Grèce de 430 à 426 avant J.-C. Cette période de l’Histoire a été 
relatée par Thucydide (The History of the Peloponnesian War, Library of Alexandria, Athens, 
Greece) qui décrivit les symptômes par « de violentes chaleurs à la tête ; (des) yeux […]  rouges 
et enflammés » puis « le mal s'attaquait à l'estomac […], avec des souffrances aiguës, toutes les 
sortes d'évacuation de bile […] ». De manière intéressante, il avait déjà observé ce qui servira 
plus tard de prémices à la vaccination à savoir que « ceux qui en réchappent ne sont pas atteint 
une seconde fois de façon mortelle ». Des traces de cette maladie se retrouvent également au 
début du XXème avec le cas de Mary Mallon, qui lui valut le surnom de Mary Typhoïde par la 
suite (204, 205). Cette Irlandaise fut embauchée en tant que cuisinière par un riche banquier New-
yorkais lorsqu’elle débarqua aux Etats-Unis en 1884. Par malchance, elle était porteuse saine de 
l’agent causal de la maladie et elle fut à l’origine de plus d’une cinquantaine de cas de fièvres 
typhoïdes par des transmissions via la nourriture, entrainant le décès de trois personnes. La 
malheureuse fut mise en quarantaine jusqu’à la fin de ses jours. 
Ainsi, la fièvre typhoïde se transmet par voie oro-fécale soit d’individu à individu, soit par 
ingestion d’eau et d’aliments contaminés. Après 14 jours d’incubation, elle se caractérise par une 
infection systémique causant une forte fièvre, une anorexie et des douleurs abdominales (diarrhée 
ou constipation), pouvant entrainer la mort dans 1% des cas. Sans traitement, la maladie peut 
s’aggraver, aboutissant à des pneumonies ou des complications cérébrales, multipliant le taux de 
mortalité par dix. La principale bactérie causale de la maladie chez l’Homme - Salmonella Typhi 
(S. Typhi) - a été observée puis isolée respectivement par Karl J. Erberth et Georg Gaffky en 1880 
après une étude approfondie de William Budd. En plus de S. Typhi, S. Paratyphi A, B et C sont 
également responsables de fièvres typhoïdes. Ces sérovars infectent exclusivement l’Homme. Les 
sérovars S. Typhi et Paratyphi A étant les plus impliqués dans des cas chez l’Homme, ils ont été 
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les plus étudiés. En plus des différences antigéniques (ils appartiennent respectivement aux 
sérogroupes O:9 (D1) et O:2 (A)), une étude s’est penchée sur les différences génomiques entre 
ces sérovars (206). Une plus faible présence de pseudogènes chez S. Paratyphi A (173) comparé 
à Typhi (219) tendrait à dire que S. Paratyphi A a dérivé plus récemment que Typhi. Par ailleurs, 
24 régions sont présentes chez Typhi et absentes chez S. Paratyphi A, notamment le SPI-7 
responsable de la formation de la capsule polysaccharidique Vi (Vi-CPS) entourant la bactérie. 
Cette capsule est donc seulement présente à la surface de S. Typhi, la protégeant des agressions 
extérieures et limitant sa reconnaissance par le système immunitaire (207) (208) (209). S. 
Paratyphi A possède aussi une douzaine d’insertions absentes chez S. Typhi. Ainsi, même si S. 
Paratyphi A et S. Typhi sont globalement très proches, expliquant leur restriction à l’Homme, 
leurs génomes ne sont pas totalement similaires et vont être responsables à la fois d’une 
expression antigénique (Vi-CPS par exemple) et d’une virulence différentes à prendre en compte 
pour l’élaboration d’un vaccin. 
D) Les gastroentérites induites par Salmonella 
Depuis la fin du XIXème siècle, des cas de gastroentérites ont été associés à des bactéries du genre 
Salmonella. 56 cas d’empoisonnements alimentaires en 1888 dont un décès ont permis l’isolation 
de la bactérie S. Enteritidis chez les vaches d’où provenait la viande consommée (210). 
L’isolement d’une autre Salmonella responsable d’empoisonnement alimentaire - S. 
Typhimurium – a été réalisé en 1896 (210). Ces gastroentérites induites par Salmonella se sont 
caractérisées par de la fièvre, des diarrhées, des vomissements et des douleurs abdominales après 
6 à 72h d’incubation (Institut Pasteur). Les deux sérovars responsables de la plupart des cas de 
gastroentérites chez l’Homme sont S. Typhimurium et S. Enteritidis. Par opposition aux 
Salmonella typhoïdiques (ST), les Salmonella responsables de gastroentérites sont classées dans 
la catégorie des Salmonella non typhoïdiques (SNT). Par ailleurs, les sérovars S. Typhimurium 
et S. Enteritidis sont des SNT invasives (SNTi) car dans 5% des cas, elles peuvent envahir le 
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système sanguin et se propager dans l’hôte de manière systémique. Cette complication s’observe 
le plus souvent chez les individus immunodéprimés et se caractérise par une forte bactériémie et 
une aggravation des symptômes pouvant conduire à des méningites, de l’arthrite septique, des 
ostéomyélites, des cholangites ou des pneumonies, augmentant le taux de mortalité jusqu’à 25-
30%. Ainsi, une étude a montré que ces complications apparaissaient chez des enfants 
immunodéprimés dans 28% des cas alors qu’elles n’apparaissaient que dans 3,8% des cas chez 
les enfants immunocompétents (211). L’impact des SNTi est encore plus important chez les 
adultes puisqu’une étude portant sur 172 cas d’infection par des Salmonella invasives montra une 
mortalité de 16% alors qu’elle était de 1,4% chez les enfants dans l’étude du Dr Zaidi (212). 
II/ LA PRISE EN CHARGE DES PATIENTS… 
Une fois qu’un individu a été contaminé par l’un des sérovars pathogènes de Salmonella par voie 
oro-fécale, son système immunitaire va tenter de lutter contre l’infection. Dans le cas où le 
système immunitaire n’a pas réussi à faire son travail, il faut aider le patient à combattre 
l’infection. 
A) …Atteints de fièvre typhoïde 
Individus à risque chez ST 
Le patrimoine génétique d’un individu va le rendre plus susceptible aux ST si des gènes de 
l’immunité aussi bien innée qu’adaptative sont mutés. Des anomalies dans la sécrétion de 
cytokines comme l’IFN-γ, dans la présentation de récepteurs de l’immunité innée tels que les 
TLR, dans la production de LT et LB ont été décrit comme augmentant le risque d’être infecté 
par des ST (213). Au contraire, des individus peuvent posséder un système immunitaire 
particulièrement efficace pour lutter contre Salmonella. Une étude portant sur trois cohortes de 
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patients atteints de fièvre typhoïde a mis en évidence le rôle de l’allèle HLA-DRB1 04:05 du 
complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH-II) dans la résistance aux ST (214). 
Diagnostic et traitement de la fièvre typhoïde 
Un cas de fièvre typhoïde est avéré après un examen clinique permettant d’observer les 
symptômes décris plus haut, mais plusieurs outils permettent de clairement identifier les agents 
en cause (215). Une leucopénie accompagnée d’éosinopénie ainsi que la présence de S. Typhi ou 
Paratyphi peuvent être confirmées par des cultures de sang, de moelle épinière et de selles. 
L’identification de bactéries sur milieux restrictifs nécessite au moins 48h d’incubation et leur 
sensibilité est variable (40 à 80% pour le sang et moins de 40% pour les fèces). Le test 
d’agglutination de Widal permet aussi de déterminer quelle souche est responsable de la maladie 
grâce à la détection des Ag-O et H. Un ELISA est aussi possible pour quantifier le taux 
d’anticorps anti-Salmonella Typhi ou Paratyphi. Ces méthodes sont toutefois lentes (au moins un 
jour pour obtenir les résultats), peu sensibles et le test de Widal est souvent sujet aux faux positifs. 
Ainsi, de nouveaux outils tels que la PCR sur le gène de la flagelline FliC - qui permet de 
différencier S. Typhi (FliC-d) et S. Paratyphi A (FliC-a) - ont été mis en place pour obtenir un 
diagnostic clinique plus rapide et ainsi traiter au plus tôt la maladie. 
Une résolution spontanée peut avoir lieu avec une bonne réhydratation. Sinon, plusieurs 
antibiotiques sont utilisés pour réduire la mortalité à 1% (initialement à environ 10-20%). 
Historiquement l’ampicilline, le chloramphénicol, le trimethoprim-sulfamethoxazole, 
l’amoxicilline et la ciprofloxacine étaient les antibiotiques les plus utilisés. Maintenant la 
ciprofloxacine (fluoroquinolone), la ceftriaxone ou la cefotaxime (céphalosporine) ou encore la 
cefixime leurs sont préférées. Des cibles thérapeutiques chez S. Typhi sont toujours recherchées 
puisqu’une étude a par exemple trouvé 20 protéines essentielles pour Salmonella Ty2 et non 
présentes chez l’Homme qui pourraient être de bons candidats (216). 
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B) …Atteints de gastroentérites induites par Salmonella 
Individus à risque chez SNT 
Les causes de susceptibilité aux SNT sont les mêmes que pour les ST. Cela parait logique puisque 
leur mode d’infection est globalement identique et que la principale différence réside dans le fait 
que les ST vont se propager de manière systémique et non pas se cantonner au site d’infection à 
savoir l’intestin. Cependant, l’environnement génétique peut faciliter l’infection des SNT au 
niveau systémique. Des enfants présentant un variant du gène STAT4 vont par exemple être plus 
sensibles à une infection par des SNTi du fait d’une moins bonne réponse immunitaire (217). Par 
ailleurs, des pré-infections par des pathogènes immunosuppresseurs vont faciliter l’infection à 
Salmonella. Les co-infections entre la malaria et les SNTi sont donc très souvent rencontrées chez 
les enfants en particulier en Afrique Sub-saharienne (218, 219) et l’infection par le VIH facilite 
l’infection par les SNTi telle que S. Enteritidis (220) (221). 
Diagnostic et traitement de la gastroentérite 
Il est difficile de distinguer une gastroentérite induite par Salmonella, dont les symptômes se 
rapprochent de ceux observés après une infection par Shigella ou des E. coli 
entérohémorragiques. De même des splénomégalies et hépatomégalies sont observées chez les 
enfants mais peuvent être confondues avec une autre infection combinée à la malaria, souvent 
observée dans les pays touchés par les SNTi (215). Par ailleurs, il est difficile de diagnostiquer 
les SNTi, du fait de leur faible présence dans le sang et de leur similarité avec les ST rendant par 
exemple le test de Widal peu utile. Peu d’outils sont donc actuellement utilisés et la mesure des 
anticorps anti-LPS des SNTi reste le plus sensible (70 à 95%). Face aux limites des méthodes de 
diagnostic en cas d’infection à Salmonella, de nombreuses études ont été menées sur 
l’amélioration de la rapidité, de la sensibilité et de la spécificité des différentes méthodes 
existantes (215, 222-224). De nouvelles méthodes ont également fait leur apparition comme le 
« screening » des ARNm ou l’utilisation de bactériophages (225).  
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Les gastroentérites se résolvent généralement spontanément et une réhydratation riche en 
électrolytes est généralement indiquée dans les cas les plus sévères. La prescription 
d’antibiotiques est controversée dans le cas des Salmonella inductrices de gastroentérites. En effet 
les symptômes ne permettant pas de les distinguer d’autres pathogènes intestinaux, le choix des 
antibiotiques à administrer est difficile dans le cas d’une atteinte sévère devant être rapidement 
prise en charge. Par ailleurs il a été montré qu’un traitement combiné d’ampicilline et 
d’amoxicilline chez des enfants atteints de gastroentérites induites par Salmonella prolongeait et 
aggravait la maladie, par rapport à des enfants traités avec un placebo (226). En plus de cela, 
l’utilisation de quinolones n’a qu’un léger effet protecteur sur Salmonella (227). Une étude 
prospective a conclu qu’il était difficile d’observer un réel effet sur les gastroentérites induites 
par les SNT (228). En conclusion, l’utilisation d’antibiotiques tels que le trimethoprim-
sulfamethoxazole, les fluoroquinolones ou les céphalosporines de troisième génération est 
principalement utilisée pour des cas sévères ou sur des patients à risque pour des infections 
invasives. 
Tout comme les ST, les SNTi peuvent persister chez l’hôte une fois l’infection enrayée, 
notamment dans la vésicule biliaire (203). Ce phénomène est problématique puisqu’il maintient 
une population de porteurs sains susceptibles de contaminer d’autres individus après 
l’hospitalisation. Par ailleurs, il a aussi été montré qu’une infection par SNTi chez un enfant 
augmentait son risque de contracter une maladie intestinale une fois adulte (229). 
III/ ÉPIDEMIOLOGIE 
A) Les Salmonella typhoïdiques touchent l’Afrique et surtout l’Asie du Sud-Est 
L’Homme est majoritairement en contact avec d’une part d’autres Hommes et d’autre part des 
mammifères et des volatiles, que ce soient des animaux domestiques ou d’élevage. Il se trouve 
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que ces êtres vivants sont les hôtes respectifs de S. Typhi et S. Paratyphi A (également capables 
d’infecter l’Homme), les principaux agents responsables de la fièvre typhoïde. Comme toute 
maladie alimentaire, sa propagation va être liée aux conditions d’hygiène, aussi bien durant 
l’élevage (antibiotiques), dans les structures de production de nourriture animale (abattoirs…), 
ainsi qu’après (conservation des aliments). La transmission se faisant par voie oro-fécale, un accès 
à l’eau potable et au matériel diminuant les risques de contamination (lavage des mains, cuisson 
de la nourriture) est aussi nécessaire. Il en résulte que les principaux foyers épidémiques vont se 
situer dans des pays en voie de développement tels qu’en Amérique du Sud ou en Afrique avec 
une plus forte propension en Asie du Sud-Est (Figure 14).  
Des études épidémiologiques ont estimé entre 11 et 26,9 millions le nombre de cas de fièvres 
typhoïdes par an, avec une plus forte incidence de S. Typhi (725/100 000) que S. Paratyphi 
(77,4/100 000) en Afrique subsaharienne (230, 231). À noter que l’incidence en Europe reste très 
faible (0.1/100 000) (230). Le nombre de décès est quant à lui estimé entre 120 000 et 220 000 
par an (231). Ces chiffres restent des estimations et seraient a priori sous-estimés (232). Ainsi, la 
fièvre typhoïde représente environ 1% des décès annuels dans le monde (233) (Figure 15). 
 
 47 
 
Figure 14: Distribution des cas de fièvre typhoïde dans le monde en 2014. 
Les pays présentant plus de 100 cas pour 100 000 habitants sont considérés comme fortement 
touchés (rouge) et les pays comprenant entre 10 et 100 cas pour 100 000 habitant sont 
moyennement touchés (orange). Figure tirée de la revue publiée par Gilchrist et al (213) 
 
Figure 15: Les Salmonella typhoïdiques représentent 1% de la mortalité mondiale en 2012, 
sans distinction entre les sexes. 
Figure tirée de la revue publiée par Wain et al, (233) 
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B) Les Salmonella non-typhoïdiques touchent en grande majorité l’Afrique 
Subsaharienne 
Le mode de transmission des SNT est le même que pour les ST sauf que les nombreux sérovars 
composant les SNT infectent un grand nombre d’espèces, augmentant le risque de contamination 
via les animaux (234) (Figure 16). Les facteurs augmentant la transmission sont donc les mêmes 
que pour les ST. Étant donné que ces bactéries se transmettent par voie oro-fécale, des facteurs 
liés à l’environnement peuvent augmenter le risque de transmission d’un individu à l’autre. On 
retrouve ainsi l’eau, la nourriture, le contact avec un animal ou un humain contaminés ou encore 
l’hospitalisation comme principales sources de contamination (235). Il est difficile de chiffrer le 
nombre de gastroentérites induites par les SNT car : (i) les malades ne se présentent pas tous chez 
le médecin, (ii) tous les malades n’ont pas accès à un médecin, (iii) la détermination de l’agent 
causal des gastroentérites est rendue difficile par les méthodes décrites plus haut. Une étude a 
néanmoins réussi à estimer le nombre de cas par an à 93,8 millions et 155 000 décès en 2010 
(236). Il faut par ailleurs distinguer les SNTi dont la mortalité est plus importante puisqu’une 
étude en 2010 a estimée à 3,4 millions de cas dont 1,9 millions d’enfants de moins de 5 ans avec 
un taux de mortalité de 20% chez ces enfants (237). Ces chiffres ont été confirmés par une étude 
plus récente qui montre que les principaux SNTi sont S. Typhimurium et Enteritidis (238). 
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Figure 16: Les 20 sérovars de Salmonella non-typhoïdiques les plus communs sont capables 
d’infecter un grand nombre d’espèce animale (2006). 
Notamment, S. Typhimurium et S. Enteritidis ciblent les mammifères, les oiseaux et les reptiles. 
Figure tirée de la revue de Hoelzer et al. (234). 
 
La plupart des facteurs aggravant la transmission des SNT sont retrouvés en Afrique sub-
saharienne, zone endémique pour les SNT et en particulier les SNTi (Figure 17) (235). Ces 
dernières induisent un décès dans 4 à 27% des cas de gastroentérites chez les enfants et dans 22 
à 47% des cas chez les adultes hospitalisés. En adéquation avec l’accès aux structures favorisant 
une hygiène acceptable, le nombre de cas de gastroentérites en Afrique rurale est environ 4 fois 
plus important qu’en milieu urbain. En parallèle, il a été montré que les enfants de moins de 5 ans 
étaient les plus touchés (239, 240). Un des principaux facteurs aggravants est la co-infection par 
des agents immunosuppresseurs tels que les agents responsables de la malaria ou du syndrome 
d’immunodéficience humaine (SIDA) (241). Par exemple, le VIH créé un contexte propice à 
l’apparition de nouvelles souches comme cela a été montré chez des individus atteints du SIDA 
et infectés par S. Enteritidis suivis sur 15 ans (201). L’environnement de ces zones endémiques 
est donc favorable à l’apparition de nouvelles souches et cela a été démontré avec la découverte 
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de la souche ST313 de S. Typhimurium en 2012, fortement adaptée à l’Homme et de plus en plus 
retrouvée en Afrique (242). Cette souche présente de nombreuses délétions la rapprochant de S. 
Typhi, résultant principalement en l’absence de biofilm (243) et en sa capacité à induire des 
septicémies chez les enfants (242). 
 
Figure 17: Distribution des cas de gastroentérites induites par les Salmonella invasives non-
typhoïdiques dans le monde en 2014. 
Les pays présentant plus de 100 cas pour 100 000 habitants sont considérés comme fortement 
touchés (rouge) et les pays comprenant entre 10 et 100 cas pour 100 000 habitant sont 
moyennement touchés (orange). Figure tirée de la revue publiée par Gilchrist et al (213) 
 
Même si leur impact reste anecdotique dans les pays développés, plusieurs cas épisodiques ont 
eu lieu du fait de la production intensive des animaux d’élevage et/ou lors d’un manquement aux 
procédures d’hygiènes relatives à la nourriture. On note ainsi des cas en Australie en 2010(244), 
23 cas en Italie en 2011 (245) ou encore en France en 2015 (246) et plus récemment en 2017 avec 
37 nourrissons contaminés via du lait infantile, conduisant à l’hospitalisation de 18 d’entre eux 
(247). 
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L’impact des infections par Salmonella est un enjeu majeur de santé publique. C’est donc 
unanimement que les études s’accordent à dire que des solutions doivent être trouvées rapidement 
pour améliorer le diagnostic mais aussi le traitement contre les ST et SNT, en particulier pour les 
enfants des pays en voie de développement (248, 249) (250). 
IV/ L’APPARITION DE SOUCHES MULTI-RESISTANTES 
A) Épidémiologie 
De nombreuses études se sont penchées sur les infections par les SNTi car fortement mortelles 
chez les enfants de moins de 5 ans. Ainsi il a été montré que chez les enfants fragilisés par la 
malaria et infectés par des SNT, 33,6% des isolats étaient des souches multi-résistantes (MDR) 
(251). Cette résistance concerne de nombreux antibiotiques et peut dépasser les 90% de résistance 
comme nous le montre le tableau récapitulatif d’études de MDR de SNT au Nigéria (252) (Table 
4). Depuis, les preuves de cas de MDR ne cessent d’apparaitre. C’est le cas pour S. Typhimurium 
avec par exemple le variant 1,4,[5],12:i:-, fortement retrouvé en Chine et qui présente des 
résistances à l'ampicilline, la streptomycine, les sulfamides et la tétracycline (253). La souche 
MDR stable S. Typhimurium DT104 est issue du réservoir animal, soulignant un rôle critique du 
pan vétérinaire dans l’apparition de souches MDR affectant l’Homme (254). De manière 
préoccupante, une étude sur le poulet a montré que S. Typhimurium pouvait transmettre sa 
résistance à la bactérie E. coli de l’animal (255). Des souches de S. Enteritidis possédant les 
caractéristiques d’une adaptation telles qu’un génome dégradé et une forte résistance aux 
antibiotiques ont aussi pu être répertoriées en Afrique Sub-Saharienne (256).  
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Table 4 : De nombreuses souches de Salmonella non-typhoïdiques ont été reportées avec des 
multi-résistances aux antibiotiques en Afrique, notamment au Nigéria en 2016. 
Figure tirée d’un article publié par Smith et al. (252) 
 
Les ST sont aussi concernées puisque des souches MDR ont été observées dès 1997(257) pour la 
plupart des antibiotiques utilisés contre Salmonella. Depuis, de nombreuses résistances ont pu 
être répertoriées (258) par exemple en Asie où le plasmide de résistance IncHI1 a pu être observé 
dans de nombreux cas d’infection à S. Typhi (259)(Table 5). La transmission de MDR permet 
aux bactéries de coloniser différents continents (260), résultant en une propagation des MDR dans 
le monde entier et faisant place à l’émergence de nouvelles résistances (233, 261) (262) (Figure 
18).  
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Figure 18 : Plusieurs pays sont concernés par l’apparition de souches de Salmonella 
typhoïdiques MDR. 
Une MDR est définie par sa résistance à l’ampicilline, au co-trimoxazole, et au 
chloramphénicol. MDR=souche multi-résistante. ESBL=Bêtalactamases à spectre élargi. 
Figure tirée de la revue publiée par Wain et al,(233) 
 
Table 5: Les MDR des Salmonella typhoïdiques ne possèdent pas forcément le même profil 
de résistance pour des pays situés dans une même zone géographique, ici en Asie du Sud-
Est. 
Ceci indique une très forte variabilité qui rend la gestion des multi-résistances extrêmement 
complexe. Figure tirée de l’article publié par Chiou et al (259) 
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B) Mécanismes 
Les mécanismes d’obtention de résistance sont très nombreux et restent encore peu clairs. Il est 
néanmoins admis que la résistance peut se transmettre via des plasmides aussi bien pour S. 
Typhimurium avec le plasmide de virulence pSLT (263) que pour S. Typhi (264) avec le plasmide 
IncHI1 (265) ou encore pour la résistance à la quinolone chez S. Enteritidis (266). Un lien a 
d’ailleurs été démontré entre la virulence et la résistance de Salmonella. En effet, le coût 
métabolique de la virulence retarderait la croissance des bactéries, augmentant la résistance aux 
antibiotiques (267). Une autre étude a aussi mis en évidence l’impact d’une croissance lente de la 
bactérie dans la tolérance aux antibiotiques, mais l’explique par les variations phénotypiques 
d’une souche dans un même individu (268). Plusieurs variants apparaitraient après l’infection et 
certains auraient une croissance retardée, favorisant leur résistance aux antibiotiques. Les 
prophages peuvent aussi être liés à l’évolution des bactéries Salmonella par l’échange de matériel 
génétique. Il a d’ailleurs été montré que l’inflammation augmentait le transfert horizontal de 
prophages entre sous-espèces de Salmonella (269). Enfin, Salmonella peut former des vésicules 
de membrane externe (OMV) qui peuvent servir au largage de protéines inutiles, à la sécrétion de 
toxines mais aussi au transfert horizontal de gènes (270). 
Les mécanismes permettant à Salmonella de résister aux antibiotiques n’ont pas encore été tous 
éclaircis. Néanmoins, on sait par exemple que Salmonella possède 5 pompes à efflux jouant un 
rôle dans la MDR en limitant l’action des antibiotiques (271). On peut imaginer que certains 
mécanismes utilisés par d’autres bactéries MDR sont utilisés aussi par Salmonella comme 
l’inhibition de l’entrée des drogues ou leur dégradation. De manière intéressante, il a été décrit 
que Salmonella peut utiliser le microbiote, comme la sécrétion d’indole par E. coli, pour 
augmenter sa résistance aux antibiotiques (272).  
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Ici, nous voyons que l’utilisation d’antibiotiques, bien qu’efficace au demeurant, atteint ses 
limites du fait de l’apparition de souches MDR. La vaccination devrait limiter le recours aux 
antibiotiques. Une étude a modélisé un impact significatif d’un programme de vaccination tel que 
celui de la grippe chez la population jeune, confirmant l’intérêt de la vaccination contre 
Salmonella (273).  
Afin d’éviter les redondances, seuls les sujets non traités dans la revue (274) et des compléments 
permettant de clarifier le sujet de thèse seront abordés par la suite. 
C h a p i t r e  I V  :  L e s  o b s t a c l e s  à  l a  v a c c i n a t i o n  c o n t r e  
S a l m o n e l l a  
Les Salmonella sont des pathogènes accidentels, impliquant qu’ils peuvent survivre en dehors de 
leur hôte plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois en milieu humide. Cependant, 
l’essentiel de leur activité va être tournée vers l’infection de leurs hôtes. Analyser les étapes et les 
outils utilisés par Salmonella pour infecter son hôte peut mettre en évidence des cibles 
antigéniques pour un vaccin ou encore déterminer le meilleur moyen de vacciner pour induire 
une réponse immunitaire induisant une protection optimale. 
I/ DIFFERENCES ENTRE ST ET SNT 
Comme décrit précédemment, les sérovars pathogènes de Salmonella peuvent être divisés en deux 
catégories, ST et SNT. Nous verrons dans un premier temps les principales différences dans leur 
pathogénicité et dans un second temps, nous soulignerons les fortes similitudes dans leur 
processus infectieux qui vont permettre de mettre en évidence des cibles communes pour la 
création d’un vaccin multivalent.  
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A) Les différences génétiques 
Du fait de son utilisation en tant que vaccin commercialisé, la souche Ty2 de S. Typhi est très 
étudiée, notamment pour l’analyse des gènes de ce sérovar. Elle comporte un génome de 4780 kb 
qui a été comparé, notamment via les sites de restriction, au génome de la souche LT2 de S. 
Typhimurium (275). Bien que la présence de séquences communes entre S. Typhi et S. 
Typhimurium suggère des fonctions communes conservées (206), un réarrangement de certains 
gènes est observé chez S. Typhi. Par exemple, la présence du locus viaB, responsable de la 
synthèse du Vi-CPS, a pu être identifiée chez Ty2 et non chez LT2. Par ailleurs 30 gènes ont été 
retrouvés mutés chez Typhi et Paratyphi A comparés à Typhimurium (206). Ainsi, ces gènes 
pourraient être impliqués dans des fonctions qui ne sont plus retrouvées chez ces deux sérovars à 
savoir l’infection à d’autres hôtes que l’Homme, ou la gastroentérite. A l’inverse 129 gènes (dont 
le SPI-2) apparus par transfert horizontal ne sont pas présents chez S. Typhimurium et seraient 
donc impliqués spécifiquement dans la fièvre typhoïde (206). Une étude comparative des 
génomes de 8 souches de ST et 27 génomes de SNT a mis en évidence 88 familles de protéines 
absentes chez les SNT et présentes dans au moins deux ST mais surtout chez S. Typhi. Ces 
protéines sont liées à la synthèse de Vi, à l’export, à l’assemblage du pilus et pourraient avoir une 
fonction dans l’apparition de fièvre typhoïde (276, 277). Une étude sur les mutations telles que 
les SNP (single nucleotide polymorphism) dans le génome de différentes souches de S. Typhi a 
montré une homogénéité avec une tendance à la perte de gènes corrélée à une meilleure adaptation 
à son hôte (278). 
B) Les principales différences structurales et protéiques 
Les différences génétiques entre les ST et SNT vont se refléter sur la panoplie de protéines 
produites par ces deux familles de Salmonella. La principale différence repose sur la capsule Vi 
présente sur S. Typhi et absente des SNT. Cette capsule induit une diminution de l’inflammation 
au niveau de l’infection locale et facilite l’infection systémique. En effet : (i) elle masque les 
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antigènes fortement reconnus tels que le LPS et la flagelline, (ii) elle inhibe directement 
l’inflammation en ciblant par exemple l’IL-8 (207). S. Typhimurium ne possède pas de capsule 
Vi mais une capsule polysaccharidique du groupe IV sécrétée dans la vésicule biliaire, et qui sert 
à la formation de biofilms permettant sa persistance dans l’organisme (279, 280). Une deuxième 
différence porte sur la toxine typhoïde (TT) découverte chez S. Typhi. Elle fait partie de la famille 
des Cytolethal distending toxin (CDT) et sa fonction est assurée par l’enzyme CdtB en association 
avec les protéines PltA et PltB (281, 282). La toxine n’est activée que lors de l’infection de la 
cellule hôte et va induire une cytotoxicité en dégradant l’ADN des cellules (282, 283). Sa 
production et son rôle sont de plus en plus étudiés (284, 285), permettant de conclure à l’absence 
de cette toxine chez les SNT, hormis un homologue approchant pour le sérovar S. Javiana (286). 
D’autres différences existent, jouant un rôle dans la virulence des bactéries mais ne rentrant pas 
en compte dans la formulation d’un vaccin, elles ne seront donc pas abordées ici. Par ailleurs, il 
est nécessaire de rappeler que bien que des protéines soient conservées entre des sérovars avec 
des fonctions similaires, leur séquence codante peut être modifiée et donc leur conformation aussi. 
C’est le cas par exemple des Ag-H et –O qui permettent de différencier les sérovars mais qui ne 
sont pas reconnus par les mêmes anticorps. La création d’un vaccin multivalent doit donc prendre 
en compte l’accessibilité des Ag (non-cachés par la capsule Vi par exemple) et leur homologie 
de conformation entre les sérovars, au moins les quatre plus représentés. 
II/ MODE D’ACTION DE SALMONELLA LORS DE L’INFECTION 
A) Atteindre la lumière intestinale 
Le site d’infection de Salmonella se situe dans l’intestin et concerne plus précisément les cellules 
épithéliales et des cellules M. Afin de se prémunir des infections, l’hôte possède néanmoins des 
systèmes qui forment un environnement hostile pour Salmonella : des enzymes digestives, un 
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niveau d’acidité très bas, des peptides antimicrobiens ou encore de l’acide biliaire (287, 288). 
Afin de surmonter ces obstacles, les bactéries Salmonella ont mis au point différents mécanismes 
tels que la réponse de tolérance à l’acidité (289) ou le LPS. Le LPS est composé du lipide A, d’un 
noyau oligosaccharidique et de l’antigène O. Il est transporté de la membrane interne à la 
membrane externe et sert à protéger la bactérie contre l’environnement et les drogues. Les 
protéines responsables du transport du LPS ont récemment été décrites et analysées comme des 
cibles thérapeutiques (290). Par ailleurs, l’Ag-O permet de cacher une partie des PAMP (pathogen 
associated molecular patterns), dont la flagelline, au système immunitaire de l’hôte (291). Ainsi, 
le LPS fournit une résistance chimique et immunitaire aux Salmonella dans l’intestin. Enfin, la 
motilité péritriche permise par les flagelles va permettre à la bactérie de se diriger vers ses cellules 
cibles sans être affectée par l’effet inhibiteur du mucus. 
B) Interactions Salmonella et microbiote 
Le microbiote est composé de bactéries commensales responsables entre autres de la structuration 
et maturation du système immunitaire intestinal, influençant par conséquent la susceptibilité à 
certains pathogènes entériques (292). Par ailleurs, les bactéries commensales peuvent agir 
directement sur les pathogènes, généralement en réduisant leur croissance par compétition pour 
les nutriments. De nombreux processus biochimiques permettent au microbiote de réduire les 
infections entéropathogéniques (293). Ainsi, il a été démontré que des souris germ-free étaient 
plus susceptibles aux infections par Salmonella (294, 295). De plus, la bactérie E. coli Nissle 1917 
peut réduire la colonisation de S. Typhimurium par compétition pour le fer (296). Ainsi, la 
diversité du microbiote détermine la susceptibilité à l’infection par Salmonella selon la 
disponibilité de certains nutriments comme le fer, le thiosulfate ou le fucose (Figure 19) (297). 
En plus de limiter l’infection intestinale, le microbiote diminue aussi l’infection des MLN par 
Salmonella (298).  
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Figure 19: Le microbiote intestinal est modifié durant une infection par S. Typhimurium 
chez la souris. 
La composition du microbiote va déterminer une plus ou moins forte résistance lors de la 
première phase d’infection (Early). L’inflammation plus tardive (Late) induite par l’infection 
à Salmonella va modifier la composition en nutriment dans la lumière intestinale et donc le 
microbiote. En phase finale de l’infection (End), le microbiote est rétabli et contribue à 
l’élimination de Salmonella. Figure tirée de la revue de Yurist-Doutsch et al. (297) 
 
Une récente étude a mis en évidence un nouveau rôle du microbiote. En effet, certaines bactéries 
commensales promeuvent la sécrétion d’IFN-γ par les cellules immunitaires intestinales, 
réduisant ainsi la sévérité d’une infection à Salmonella (299, 300). Une stratégie vaccinale 
pourrait être de modeler la flore microbienne des patients afin d’améliorer la réponse contre 
Salmonella, par exemple via des bactéries probiotiques dont l’efficacité a été montrée pour 
Salmonella (301).  
C) Se fixer sur des cellules cibles de l’intestin 
Une étude a montré que S. Typhimurium se fixait spécifiquement sur les cellules M des FAE au 
niveau des PP (302). De nombreux systèmes sont utilisés par la bactérie pour se fixer sur la 
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membrane plasmique (Figure 20) pour ensuite lui permettre d’entrer dans la cellule cible et 
d’infecter son hôte suivant les mécanismes décrit dans le la revue (274). 
 
Figure 20: A l’image de S. Typhimurium, la famille Salmonella exprime de nombreux 
facteurs permettant leur interaction avec les cellules cibles. 
Des éléments tels que les fimbriae, les curli ou les systèmes de sécrétions vont fixer la matrice 
extracellulaire ou des récepteurs présents sur les cellules cibles de l’infection à Salmonella à 
savoir les cellules épithéliales et principalement les cellules M. 
III/ REPONSE IMMUNITAIRE CONTRE SALMONELLA : L’IMPORTANCE DES 
CYTOKINES ET DES IGA 
La reconnaissance de Salmonella médiée par les TLR est particulièrement importante pour 
l’enclenchement de la réponse innée. En effet, la délétion à la fois des TLR2, 4 et 5 chez la souris 
induit l’absence de réponse immunitaire contre Salmonella (303). Par ailleurs, des souris TLR4-/- 
et TLR2-/- immunisées avec des porines de S. Typhi montraient des réponses anticorps perturbées, 
suggérant une importante contribution de ces deux récepteurs pour l’induction de la réponse 
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immunitaire (304). La voie des TLR déclenche la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires via 
l’activation de NF-κB (nuclear factor κ B). Parmi elles, l’IFN-γ est particulièrement important 
puisque des patients et des souris déficientes en IFN-γ présentent en effet une plus forte 
susceptibilité à l’infection par Salmonella (305). Bien que les LTh-1 et les cellules natural killer 
(NK) T puissent sécréter de l’IFN-γ, les cellules NK sont les principales impliquées dans la 
protection médiée par l’IFN-γ en cas d’infection par S. Typhimurium (306). Le rôle protecteur 
des neutrophiles contre S. Typhimurium a aussi été mis en évidence dans la sécrétion d’IFN-γ 
TLR-indépendante (307). Enfin les LT producteurs d’IFN-γ étant activés en cas d’infection par 
Salmonella, ils seraient donc aussi impliqués dans la protection contre cette bactérie (308). Le 
rôle protecteur de l’IL-17 lors de l’infection par Salmonella a par ailleurs également été démontré. 
L’IL-17 est une cytokine sécrétée par de nombreuses cellules comme les neutrophiles, les cellules 
NK, les LT γ/δ mais surtout les LTh-17. Leur rôle dans la muqueuse intestinale est en premier 
lieu de limiter les infections par des bactéries et champignons pathogènes mais dans un second 
temps de maintenir l’intégrité de la barrière épithéliale (309). Ainsi, une sécrétion d’IL-17 par des 
Th-17 spécifiques de Salmonella peut être observée lors d’une vaccination contre Salmonella 
(310) et on peut imaginer un rôle de l’IL-17 postérieur à l’infection afin de rétablir l’homéostasie. 
En plus des réponses généralement recherchées dans la vaccination muqueuse (Figure 21), la 
vaccination contre Salmonella nécessite de se focaliser plus particulièrement sur les IgA, 
généralement corrélées à une protection contre Salmonella(274). Comme expliqué 
précédemment, les IgA sont essentielles à la protection contre des pathogènes muqueux, leur 
induction va donc être recherchée lors des vaccinations, en particulier contre Salmonella (152) 
(274).  
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Figure 21: Les mécanismes principaux de l’immunité protectrice des muqueuses. 
Les LB et LT sériques spécifiques d’un antigène reconnaissent des veinules muqueuses (HEV) 
pour entrer dans ce compartiment. Les LB finissent leur différenciation en plasmocytes 
sécréteurs d’IgA principalement dimériques, excrétées vers la lumière intestinale pour 
neutralizer des pathogènes. Des IgG neutralisant provenant de la circulation sanguine peuvent 
aussi être trouvées dans la lumière intestinalis après transudation. Les cellules infectées 
peuvent être tuées par des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) ou par une cytotoxicité à 
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), une collaboration entre les cellules NK 
et les anticorps. Les pathogènes peuvent aussi être capturés par des cellules dendritiques et des 
macrophages puis transportés jusqu’aux ganglions drainant afin d’induire une réponse 
adaptative. Figure tirée de la revue publiée par Neutra et al.(153). 
 
En résumé, les connaissances acquises sur les moyens de mobiliser la réponse immunitaire innée 
mais aussi adaptative représentent un atout pour générer un environnement capable d’induire des 
réponses immunitaires appropriées lors de la vaccination (274). Dans le cas d’une infection par 
Salmonella, les adjuvants et les systèmes de délivrance doivent être sélectionnés selon leur 
habilité à induire principalement des IgA, ainsi que des LTh-1 et LTh-17. 
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IV/ ÉCHAPPEMENT AUX REPONSES IMMUNITAIRES PAR SALMONELLA 
Il convient de rappeler que la lutte contre les effets néfastes associés aux mécanismes 
d'échappement de Salmonella est un véritable défi pour la conception d'un vaccin (Figure 22). 
Ceci s’ajoute à l'observation que de nombreux Ag candidats ne sont que temporairement exposés 
à la surface de Salmonella, seulement exprimés dans des cellules infectées, ou seulement au 
moment de l'excrétion, ce qui rend leur utilisation limitée dans une formulation vaccinale. Ces 
observations ajoutées à la forte propension de cette bactérie à muter lorsqu’elle persiste dans 
l’hôte (201) font que le développement de vaccins reste une tâche complexe. 
 
Figure 22: Salmonella inhibe la plupart des fonctions effectrices normalement induites par 
les cellules de l’immunité innée (gauche) mais aussi adaptative (droite) lors de l’infection 
par la bactérie. 
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V/ CHOIX DES ANTIGENES ET DE L’ADJUVANT : INDUIRE LA REPONSE LA 
PLUS ADAPTEE  
Plusieurs vaccins contre S. Typhi (Table 6) et S. Typhimurium (Table 7) ont été développés et 
testés ces dernières années avec des résultats plus ou moins convaincants. Peu d’attention est 
portée aux vaccins contre S. Paratyphi et la mise en place de vaccins contre S. Typhimurium ou 
S. Enteritidis est soumise à de nombreuses difficultés expliquant le peu d’essais cliniques à ce 
jour (Annexe I). Néanmoins, ces études ont mis en évidence des antigènes capables d’induire une 
réponse immunitaire humorale et/ou cellulaire et capables de protéger l’hôte de l’infection à 
Salmonella qui pourraient être utilisés pour le design d’un vaccin (274) (Annexe I). Pour un 
vaccin multivalent, le choix se base sur la conservation des antigènes entre les différentes souches 
et sérovars de Salmonella. La protéine secretory system effector B (SseB) est sécrétée par le 
T3SS-2 dans la cellule hôte et joue un rôle indirect dans la mise en place de la virulence de 
Salmonella (311, 312). La protéine outer membrane protein C (OmpC) forme une porine avec 
d’autres OMP et joue un rôle dans l’interaction avec les macrophages (313). Bien 
qu’originairement décrites chez S. Typhimurium, ces protéines présentent des domaines 
conservés entre plusieurs sérovars comme S. Typhi ou Paratyphi A (314). Ces deux protéines ont 
donc les caractéristiques requises pour la mise en place d’une réponse immunitaire muqueuse 
contre les principales Salmonella pathogènes.  
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Table 6: Principaux vaccins contre S. Typhi en développement en 2014. 
Figure tirée de la revue de MacLennan et al. (315) 
 
Table 7: Principaux vaccins contre S. Typhimurium en développement en 2014. 
Figure tirée de la revue de MacLennan et al. (315) 
 
L’utilisation d’un adjuvant dans la formulation vaccinale est souvent nécessaire pour augmenter 
l’efficacité du vaccin en apportant le signal de danger nécessaire à l’activation de la réponse 
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immunitaire adaptative et en orientant cette dernière vers un profil souhaité, c’est-à-dire la plus 
efficace contre Salmonella. Salmonella est une entérobactérie, le choix d’une entérotoxine 
capable à la fois d’améliorer la réponse Th-1 ou Th-17 et d’induire une réponse IgA parrait donc 
naturel (Table 8). La CT tout comme la toxine thermo-labile (LT) d’E. coli sont connues pour 
déclencher ces réponses aussi bien dans l’intestin que dans d’autres muqueuses comme le tractus 
respiratoire (316). Cependant, ces adjuvants restent toxiques pour l’Homme, ayant nécessité la 
synthèse de mutants tels que la multiple-mutated CT (mmCT) ou la double-mutant heat-labile 
toxin (dmLT), toutes deux capables d’induire une réponse Th-17 (317). L’utilisation de la CT 
comme adjuvant en vaccination contre Salmonella a montré une solide réponse humorale et 
cellulaire chez la souris après immunisation nasale avec la protéine SseB encapsulée dans des 
microbulles lipidiques (318). La CT semble donc être un bon candidat dans une formulation 
vaccinale muqueuse contre Salmonella mais d’autres pistes pourraient être envisagées comme 
par exemple la toxine typhoïde qui parait plus physiologique mais qui reste spécifique à S.Typhi.  
Table 8: Entérotoxines utilisées comme adjuvants muqueux et leurs effets. 
GM1= ganglioside GM1, CT= Cholera toxin, CTB= Cholera toxin subunit B, CTA1-DD= 
cholera toxin subunit A1–Staphylococcus aureus protein A D-fragment dimer, LT= E. coli 
heat-labile toxin. 
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OBJECTIFS ET PROBLEMATIQUES
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L’apparition de souches de Salmonella multi résistantes nécessite la mise en place d’un vaccin 
prophylactique stable pour endiguer les épidémies de Salmonella, en particulier dans les pays en 
voie de développement. Bien que des vaccins contre Salmonella Typhi soient actuellement 
disponibles, leur efficacité sur les populations à risque n’est pas satisfaisante et ils ne protègent 
pas contre les autres sérovars pathogènes principaux à savoir Paratyphi A, Typhimurium et 
Enteritidis. La forte représentation des immunoglobulines A (IgA) dans les muqueuses et leur 
rôle de médiateur au sein du système immunitaire pourrait ouvrir de nouvelles perspectives dans 
la vaccination muqueuse. 
Le premier objectif de ma thèse est d’étudier les fonctions immunologiques des différents 
isotypes et isoformes d’IgA, notamment dans les muqueuses. Notre hypothèse est que les IgA1 
et IgA2 se comportent différemment au niveau des muqueuses et sont responsables du rôle anti- 
et/ou pro-inflammatoire des IgA dans cet environnement. Pour confirmer notre théorie, nous 
cherchons à (1) définir un profil d’interaction des différents IgA avec les récepteurs présents sur 
les cellules dendritiques, (2) analyser l’effet des différentes IgA sur les cellules dendritiques, et 
enfin (3) à caractériser la réponse immunitaire déclenchée par l’un ou l’autre des isotypes (Figure 
23). Ceci nécessitera de (i) étudier séparément les deux isotypes IgA1 et IgA2 mais aussi les 
isoformes à savoir les formes monomériques, dimériques et sécrétoires, (ii) déterminer un modèle 
de cellules dendritiques humaines capables d’être stimulées et d’induire des réponses anti- ou 
pro-inflammatoires, (iii) étudier la réponse cellulaire après stimulation par des cellules 
dendritiques préalablement exposées aux différentes IgA. 
Le second objectif est d’évaluer un vaccin mono- ou multivalent contre Salmonella capable de 
cibler le système immunitaire muqueux. Notre hypothèse est que les IgA seraient des vecteurs de 
choix pour atteindre cet objectif. Nous avons dans un premier temps déterminé que : (1) des IgA 
couplées à un antigène sont capables de le transporter vers des sites immunitaires inducteurs 
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muqueux, (2) l’IgA peut activer le système immunitaire muqueux, (3) la réponse ainsi induite est 
protectrice face à une infection par Salmonella (Figure 23). Les principales difficultés à 
surmonter ici seront de (i) choisir des antigènes immunogènes n’induisant pas d’effet secondaires 
dû par exemple à leur implication dans l’échappement de la bactérie à la réponse immunitaire, 
(ii) choisir des antigènes conservés capables d’induire une protection contre plusieurs sérovars de 
Salmonella, (iii) éviter la mise en place d’une réponse tolérogène face aux antigènes choisis. 
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Figure 23: Schéma bilan des principaux objectifs de cette thèse.  
mIgA= IgA monomérique, dIgA = IgA dimérique, SIgA = IgA sécrétoire, DC = cellule 
dendritique, Ag = antigène
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M a t é r i e l s  e t  M é t h o d e s  
Test mycoplasmes 
Toutes les lignées cellulaires ont été testées pour l’absence de contamination aux mycoplasmes 
(HEK-Blue2 PlasmoTest, InvivoGen) avant et après congélation suivant les instructions du 
fournisseur. 
Test d’endotoxines 
Les échantillons ont été testés pour leur quantité d’endotoxines (test Endosafe, Charles River) et 
il en résulte : mIgA1 (< 5 EU/mL), IgA2 (< 5 EU/mL), SIgAC5 (132 EU/mL), SIgA Sal4 (> 500 
EU/mL), SseB (> 500 EU/mL). Partant de ces résultats, tous les réactifs ont été supposés 
contaminés par les endotoxines sauf les mIgA. L’utilisation de colonnes de détoxification (Fisher 
Scientific, 20344) diminuait effectivement la quantité d’endotoxines dans les échantillons (> 500 
EU/mL pour SseB avant et  < 5 EU/mL après détoxification) mais entrainait une perte de 75% de 
l’échantillon. L’utilisation de polymyxine B à 50µg/mL (InvivoGen) juste avant l’ajout des 
activateurs dans le milieu de culture a donc été privilégiée pour éviter les biais d’activation. 
Souris et lignées cellulaires 
Souris BALB/cByJ ou C57BL/6J SPF (exempt d’organismes pathogènes spécifiques) (Charles 
River Laboratories, l’Arbresle, France) âgées de 7-10 semaines ayant été gardées pour 1 à 3 
semaines d’acclimatation avant le début des expériences. Les souris ont été hébergées en 
animalerie conventionnelle (PLEXAN, Saint-Etienne, France, agrément #42-18-0801) en 
environnement A2. Les souris infectées étaient manipulées sous PSM de type II. 
La lignée intestinale humaine Caco2 (obtenus du Dr. Maria Rescigno, University of Milan-
Bicocca, Milan, Italy) était cultivée dans du milieu DMEM complet (10% SVF, 1% 
pénicilline/streptomycine) à 37°C, 10% CO2 (54). La lignée cellulaire de lymphome de Burkitt 
Raji B (American Type Culture Collection) était cultivée dans du milieu RPMI 1640 complet à 
37°C, 5% CO2. La lignée de cellules épithéliales humaines 5637 (DSMZ, ACC 35) a été cultivée 
en milieu RPMI 1640 complet (10% SVF, 1% pénicilline/streptomycine). La lignée cellulaire 
humaine de précurseurs CD34+ Mutz3 (DSMZ, ACC 295) a été cultivée en milieu RPMI 1640 
complet et 20% de surnageant filtré (0,22µm) de 5637 confluentes.  
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Préparation des IgA et IgM murines 
L’IgAC5 spécifique du LPS de Shigella flexneri sérotype 5a(319) et l’IgASal4 spécifique des 
carbohydrates de surface de Salmonella Typhimurium (320) sont des anticorps murins 
monoclonaux (MAb) produits suivant la méthode précédemment décrite (321). La forme 
polymérique était obtenue par chromatographie d'exclusion stérique (321). La pièce sécrétoire 
murine était purifiée après culture de l’hybridome 2H2 par chromatographie d’affinité (322) puis 
ajoutée aux IgAC5/Sal4 en quantité équimolaire dans du phosphate-buffered saline (PBS) après 
dialyse des IgA (Thermo Scientific, 66380). Le mélange était conservé 30 minutes à température 
ambiante (RT) pour former les SIgAC5/Sal4 puis conservé à 4°C. L’IgMHF5 spécifique de 
l’uréase B d’Helicobacter pylori était produit par culture d’un hybridome en milieu RPMI 1640 
hypercomplet (10% SVF, 1% pénicilline/streptomycine, L-glutamine 2mM (Sigma, G7513), 
Acides aminés non essentiels 1% (Sigma, M7145), Hepes 10mM (Sigma H0887), pyruvate de 
sodium 1mM (Sigma, S8636)). L’hybridome était cultivé en flasques CELLine 350mL suivant 
les instructions du fournisseur (Integra, 90010) et le SN était prélevé chaque semaine, filtré 
(0,22µm) et congelé. Comme l’IgAC5, les IgM polymériques sont ensuite purifiés par 
chromatographie d’exclusion stérique. Les SIgMHF5 étaient ensuite produites de la même façon 
que les SIgA. 
IgA humaines 
Les mIgA1 et mIgA2 anti-hCD20 humaines monoclonales exemptes d’endotoxines (Invivogen) 
sont des anticorps recombinant produits dans des cellules CHO et purifiés par chromatographie 
d’affinité avec le peptide M. La dIgA1 monoclonales (Nordic Mubio, P444) était issue d’un 
myélome de patient et pure à 98%. La dIgA2 monoclonale était issue d’un hybridome à IgA2 
(clone F2) immortalisé au laboratoire à partir de plasmocyte de la lamina propria issu d’un patient 
atteint de la maladie de Crohn (Dendritics, DDXK-HuBBB). Le surnageant du clone F2 était 
concentré (Amicon 100K, Millipore, UFC910024) puis purifié par chromatographie d’affinité 
avec du peptide M-agarose (InvivoGen, gel-pdm-2). Les IgA sécrétoires étaient assemblées à 
partir des IgA dimériques de la même façon que les IgA murines. 
Production des antigènes SseB et OmpC de Salmonella 
La protéine recombinante Serodominant Secreted Effector Protein B (SseB) a été préparée selon 
la méthode de Barat et al (323). Après transfection dans E. coli BL-21 suivant le protocole fourni 
(Biolabs, C2527H) puis amplification du plasmide pET 20b fourni par le Dr. Kumar par maxiprep 
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(Macherey Nagel, kit Nucleobond 714440.1), la protéine recombinante Outer Membrane Protein 
C (OmpC) a été préparée selon la méthode de Kumar et al (324). L’insertion des gènes a été testée 
par digestion enzymatique et la pureté des protéines après production a été testée par Western 
Blot (Cf paragraphe Western Blot) pour SseB avec un anticorps anti-Histidine HRP (Fisher 
scientific, 11520853) et par spectrométrie de masse LC-MSMS pour OmpC (Protein Science 
Facility, IBCP, Lyon). 
SDS PAGE et Western Blot 
Les protéines étaient traitées avec du LDS (B0007, Life technologies), éventuellement un agent 
réducteur (B0009, Life technologies) puis chauffées à 95°C pendant 3 minutes. Elles ont été 
chargées sur gel à 4-12% (NW04120BOX, Invitrogen) avec le marqueur de taille See Blue Plus 
prestain (LC5125, Invitrogen). Après migration, les gels étaient soit colorés au bleu de coomassie 
(UPG4562A, Interchim) soit les protéines étaient transférées à sec sur membrane de nitrocellulose 
(iBlot2 system, Life technologies). La membrane était bloquée 2h à RT dans du PBS, Tween 
0,05%, lait 5%. Après lavage avec du PBS, Tween 0,05%, la membrane était incubée 2h avec les 
anticorps primaires directement couplés ou non à la HRP dilués dans du PBS, Tween 0,05%, lait 
0,5%. Des anticorps secondaires couplés à la HRP et dilués dans du PBS, Tween 0,05%, lait 0,5% 
ont pu être utilisés dans une étape supplémentaire nécessitant 2h d’incubation. Après 3 lavages 
au PBS, Tween 0,05% et 2 au PBS, les bandes étaient observées au Chemidoc XRS (BioRad) 
Les productions de SseB et OmpC étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en conditions 
dénaturantes avec des anticorps anti-Salmonella Typhimurium (lapin, Fisher Scientific, 
PA120811) et anti-IgG de lapin HRP (Ozyme, 7074P2). 
Les IgM murines étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en condition dénaturantes non 
réductrices avec un anti-IgM couplé à la HRP (Abcam, 99590) 
Les IgA murines étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en condition dénaturantes non 
réductrices avec un anti-IgA couplé à la HRP (chèvre, Southern Biotech) et un anti pièce 
sécrétoire humaine HRP (Sigma, S1640). 
Les IgA humaines étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en condition dénaturantes non 
réductrices avec un anti-IgA couplé à la HRP (1/1000, chèvre, Sigma, A0295). Pour différencier 
les IgA1 des IgA2, les anticorps primaires anti-IgA1 (9130-01, Southern Biotech) ou anti-IgA2 
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(9140-01, Southern Biotech) avec un Ac secondaire anti-Ig de souris couplé à la HRP (1/1000, 
lapin, Dako, P0260) ont été utilisés. 
Le couplage de SseB et de l’OmpC sur les IgA/IgM était vérifié en SDS PAGE et en Western 
blot après couplage des antigènes avec la Cyanine-3. Un anticorps anti-Cyanine 3 biotinylé 
(C3117, Sigma) était utilisé et révélé avec de la streptavidine-HRP. 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
Des plaques 96 puits « maxisorps » étaient adsorbées la nuit à RT avec les antigènes pour les 
ELISA indirectes ou avec les Ac de capture pour les ELISA en Sandwich dilués soit dans du 
tampon carbonate à pH 9,6 (Na2CO3 1,59g/L, NaHCO3 2.93g/L) soit du PBS. Les plaques 
étaient lavées avec du PBS, Tween 0,05% et les sites aspécifiques bloqués 1 à 2h avec du PBS, 
Tween 0,05%, BSA 1, 2 ou 4%. Après 3 lavages, les échantillons étaient incubés 2h à RT. Après 
3 lavages, l’anticorps primaire dilué dans du PBS, Tween 0,05%, BSA 1% était ajouté et incubé 
2h à RT. Après 3 lavages, l’anticorps secondaire dilué dans du PBS, Tween 0,05%, BSA 1% était 
éventuellement ajouté et incubé 2h à RT. De la streptavidine-HRP (N100, Thermoscientific) était 
parfois ajoutée dans une dernière étape avant la révélation. Les plaques étaient finalement 
incubées 30 min maximum avec du TMB (Tebu-bio laboratories) après 4 derniers lavages et la 
réaction était stoppée avec de l’acide chloridrique (HCl 0,1N). La densité optique était lue à 
450nm (TECAN®). 
Pour le dosage des anticorps spécifiques de SseB ou OmpC, 500ng de protéines étaient adsorbées 
avec du tampon carbonate. Les IgA et IgG spécifiques des antigènes étaient dosées soit avec un 
anticorps primaire anti-IgA ou anti-IgG de souris couplés à la HRP (Southern Biotech ou Sigma) 
soit avec un anti-IgG biotinylé (Eurobio) à 0,17µg/mL révélé avec de la streptavidin-HRP 
(ThermoFisher Scientific). 
Les dosages de l’IL-16 murine (Abcam, 201282), de l’IL-17A murine (Biolegend, 432502) et de 
l’IFN-γ murine (Biolegend, 430802) ont été réalisés selon les recommendations des fournisseurs. 
Dosage des protéines par Bradford 
La concentration de SseB et OmpC après purification a été déterminée par dosage Bradford 
(27813, Sigma) dans du tampon Tris 0,02M, EDTA 1mM, NaCl 0,2M. Une gamme de BSA était 
réalisée et la densité optique (DO) était mesurée à 595nm (TECAN). La concentration des IgM 
HF5 murine était déterminée à l’aide d’un ELISA et composé d’un anticorps anti-mouse IgM de 
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capture à 1µg/mL (Abcam, 190369) et d’un anticorps anti-mouse IgM de détection couplé à la 
HRP (Abcam, 99590). Une IgM purifiée de souris était utilisée comme standard (Abliance). 
Cytométrie en flux 
Les compensations sont réalisées grâce à des billes de compensation (eBioscience, 01-1111-42) 
sauf pour les marqueurs de viabilité qui se font sur les cellules d’intérêt. Les cellules vivantes sont 
analysées et discriminées par un marquage au 7AAD (BD, 559925) ou par un marquage au 
LIVE/DEAD™ à 488nm (Invitrogen, L23101). Chaque panel a été testé sur son marquage 
aspécifique en comparant avec et sans blocage des récepteurs Fc (Miltenyi, humain 130-059-901 
et murin 130-092-575). Les marquages sont analysés via un cytomètre BD FACSCanto II (BD). 
Tous les anticorps ont été utilisés dilués au 1/200ème. Pour les marquages sur cellules humaines, 
les anticorps contre les marqueurs suivants ont été utilisés :  
Phénotypage et activation des moDC: anti-CD209/DC-SIGN BV421 (BD, 564127), anti-CD1a 
APC-Vio770 (Miltenyi, 130-100-225), anti-CD14 PE (Miltenyi, 130-098-067), anti-CD11b PE-
Vio770 (Miltenyi, 130-099-708), anti-HLA-DR BV510 (BD, 563083), anti-CD80-PE-Vio770 
(Miltenyi, 130-101-213), anti-CD86-FITC (Miltenyi, 130-098-182), anti-CD40-PE (Miltenyi, 
130-099-385). 
Phénotypage et activation des DC intestinales humaines: anti-CD68 FITC (BD, 562117), anti-
CD1c PE (BD, 564900), anti-CD11b APC (BD, 561015), anti-CD11 PE-Cy7 (BD, 561356), anti-
CD103 BV421 (BD, 563882), anti-CX3CR1 BV510 (BD, 744487), anti-HLA-DR APC-H7 (BD, 
561358), anti-CD80 APC (Biolegend, 305220) 
Phénotypage et activation des LC : anti-CD34 PE (Miltenyi, 130-098-140), anti-CD11b PE-
Vio770 (Miltenyi, 130-099-708), anti-CD1a APC-Vio770 (Miltenyi, 130-100-225), anti-
CD207/Langerin APC (Miltenyi, 130-098-364), anti-CD14 PE (Miltenyi, 130-098-067) 
Prolifération et activation des LT et LB après la MLR : anti-CD3 BV510 (BD, 563109), anti-CD8 
PE-Cy7 (BD, 557750), anti CD4 APC (BD, 561841), anti-CD25 PE (BD, 555432), anti-Ki67 
BV421 (BD, 562899) 
Pour les marquages sur cellules murines, les anticorps contre les marqueurs suivants ont été 
utilisés :  
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Prolifération et activation des T chez la souris: anti-CD4 PE (BD, 557308), anti-CD8 APC (BD, 
553035), anti-CD45 BV421 (BD, 563890), anti-CD3e PE-Cy7 (BD, 552774), anti-CD19 BV510 
(BD, 562956) 
Phénotypage et Activation des DC de PP chez la souris: anti-CD103-FITC (Miltenyi, 130-102-
479), anti-CD103-APC (BD, 562772), anti-CX3CR1-BV510 (Biolegend, 149025), anti-CD11b 
APC-Cy7 (BD, 557657), anti-CD11b APC (BD, 553312), anti-CD11c BV510 (BD, 562949), 
anti-CD40 BV421 (BD, 562846), anti-CD80 PE (BD, 553769), anti-CD86 PE-Cy7 (BD, 
560582), anti-I-A/I-E BB515 (BD, 565254). 
Préparation des cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC) 
Les PBMC humains ont été isolés à partir de buffy coat de donneurs sains (EFS Auvergne-Rhône-
Alpes) par Ficoll (Eurobio, CMSMSL01-01). Les monocytes (CD14+) ont ensuite été purifiés sur 
colonne MACS (Miltenyi) par tri positif au CD14 (Miltenyi, 130-050-201). Les monocytes ont 
ensuite été cultivés en milieu RPMI complet complémenté avec du GM-CSF humain (100ng/mL, 
Miltenyi, 130-095-372) et de l’IL-4 humaine (50ng/mL, Miltenyi, 130-095-373) pendant 6 jours 
avec un changement de milieu à J3. La différenciation en moDC (CD14-, CD11b+, CD209+) était 
ensuite vérifiée par cytométrie en flux. 
 
Figure 24: Identification des cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC) par 
cytométrie en flux. 
Maturation des moDC 
Les moDC étaient disposées dans des plaques 24 puits (1mL à 1x106 cellules/mL) dans du milieu 
RPMI complet. Un traitement à la polymyxine B (50µg/mL, InvivoGen, TLRL-PMB) était réalisé 
sauf contre-indication. Les réactifs étaient ensuite rajoutés : Lipopolysaccharides d’E. coli 
(500ng/mL, Sigma, L4391), CpG ODN 1826 (2,5µM, InvivoGen, tlrl-1826), CpG ODN 2395 
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(2,5µM, InvivoGen, tlrl-2395), R848 (500ng/mL, InvivoGen, tlrl-r848), cocktail activateur 
constitué d’IL-1β (25ng/mL, Miltenyi, 130-093-897), d’IL-6 (100ng/mL, Miltenyi, 130-095-352) 
et de TNF-α (50ng/mL, Miltenyi, 130-094-022), IgA à 12ng/mL. 
Isolation et activation des DC de PP de souris 
Immédiatement après la mise à mort, l’intestin de souris Balb/c était prélevé en conditions 
aseptiques. Les PP étaient récupérées dans du tampon de lavage (PBS, 5% SVF, 2mM EDTA) 
puis digérées 20 min à 37°C avec 0,21 unités/mL de LibéraseTM (Sigma, 000000005401020001) 
dans de l’eau supplémentée avec 0,1ng/mL de DNase et 2mM CaCl2. La digestion était complétée 
par une séparation mécanique sur tamis cellulaire (70µm, Miltenyi, 130-098-462). Les cellules 
étaient ensuite conservées au maximum 24h à 37°C dans du RPMI hypercomplet complémenté 
avec du GM-CSF murin (25ng/mL, Miltenyi, 130-095-746) et du M-CSF murin (50ng/mL, 
Miltenyi, 130-101-706). 
 
Figure 25: Identification des sous population de DC intestinales de souris par cytométrie en 
flux. 
Les cellules étaient cultivées en plaque 24 puits (5x105 cellules dans 2mL) en présence de 
polymyxine B (50µg/mL, InvivoGen, TLRL-PMB). Les cellules étaient activées avec les 
différents réactifs : CpG ODN 1826 (2,5µM, InvivoGen, tlrl-1826), SseB (10µg), SIgAC5-SseB 
(10µg SseB). L’expression des marqueurs d’activation des cellules dendritiques (CD11c+) était 
observée par cytométrie en flux. 
Différenciation des cellules Mutz3 en cellules de Langerhans 
La méthode était basée principalement sur les travaux de Gruijl et al(325). 2,5mL de Mutz3 
étaient placées en plaques 12 puits à 1,5x105 cellules/mL. Les cellules ont été incubées 9 jours 
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avec du TNF-α (2,5ng/mL final, Miltenyi 130-094-015) et du GM-CSF humain (100ng/mL, 
Miltenyi 130-093-862) avec un changement de milieu à jour 4. Les cellules ont ensuite été lavées 
puis incubées 7 jours avec la même concentration de TNF-α et GM-CSF plus du TGF-β1 
(1ng/mL, Miltenyi 130-095-067). La différenciation en cellules CD34-, CD1a+, CD207+ était 
vérifiée par cytométrie en flux. 
 
Figure 26: Stratégie de fenêtrage de la population des cellules de Langerhans en cytométrie 
en flux. 
Les cellules Mutz3 étaient incubées en présence (bas) ou absence (haut) de cytokines induisant 
la différenciation en cellules de Langerhans CD11b-, CD34-, CD207+, CD1a+ (P1). 
 
Thermophorèse 
Les récepteurs recombinants FcαRI (R&D systems, 3939-FA-050), Dectin-1 (R&D systems, 
1859-DC050), DC-SIGN (R&D systems, 161-DC-050), le récepteur humain à la trasnferrine 
(R&D systems, 2474-TR-050) possèdent tous un tag histidine en partie N-terminale. 200nM de 
récepteurs étaient couplés à 100nM de fluorochrome rouge NT-647 suivant les instructions du kit 
« Monolith NT™ His-Tag Labeling Kit RED-tris-NTA » (NanoTemper technologies, L008). Les 
récepteurs à 25nM final étaient ajoutés séparément à une gamme d’IgA1 ou IgA2 humaine 
monomériques (Invivogen) réalisée de 25µM à 0,3nM. La force de l’interaction récepteur/ligand 
était mesurée alors qu’un gradient de température était appliqué chauffage des capillaires 
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contenant les couples IgA/récepteurs grâce à un lecteur de thermophorèse (Monolith NT.115 
Nanotemper, plateforme IBCP, Lyon). 
Microscopie confocale sur cellules dendritiques  
Des lames LabTek® (Sigma, C6807) étaient adsorbées avec 500µL de Poly-L-lysine (Sigma, 
P4707) et incubées 1h à 37°C. Les lames étaient lavées au PBS et séchées 1-2h sous un PSM. Les 
moDC (500µL) étaient incubées à 1x106 cellules/lame dans du milieu RPMI complet sur la nuit 
à 37°C. Après 2 lavages légers au PBS, les cellules étaient incubées avec 6µg d’anticorps dans 
200µL de RPMI complet à 37°C pendant 1h. Après 2 lavages au PBS, les cellules étaient fixées 
5 min (PBS, 4% formaldéhyde), de nouveau lavées puis les sites aspécifiques étaient bloqués 
(PBS, BSA 1%) pendant 15min à RT. Les cellules étaient perméabilisées (PBS, BSA 1%, Triton 
0,1%) 2 min puis lavées 2 fois au PBS. Les anticorps primaires étaient ajoutés 1h à 4°C : anti-
CD71 humain (1/200, lapin, Thermofisher, PA5-27739), anti-CD209 humain (1/50, lapin, 
Thermofisher, PA5-19966), anti-CD369 humain (1/200, lapin, Thermofisher, PA5-34382), anti-
CD89 humain (1/500, lapin, Abcam, ab124717), anti-IgA humaine Alexa 555 (1/200, chèvre, 
Southern Biotech, 2050-32) ou anti-IgA murine Alexa 555 (1/200, chèvre, Southern Biotech, 
1040-32). Les cellules étaient lavées 2 fois au PBS puis de nouveau incubées 45min à 4°C avec 
l’anticorps secondaire anti-IgG de lapin Alexa 488 (1/200, chèvre, Southern Biotech, 4050-30). 
Les cellules étaient lavées au PBS puis le noyau était marqué 5-10 min au Draq5 (1/1000, Abcam, 
ab108410). Après 2 lavages, les cellules étaient montées entre lame et lamelle avec du vectashield 
(Vector laboratories, H-1400) puis observées au microscope à fluorescence.  
Couplage des Ig avec les antigènes vaccinaux (Ag) 
Les couplages étaient basés sur un ratio de 2 Ag pour un monomère d’Ig. Ainsi, 4 moles de SseB 
ou d’OmpC étaient utilisées pour une mole de SIgA alors que 10 moles étaient utilisées pour une 
mole de SIgM. Le complexe était associé grâce à une liaison covalente rendue possible par le 
sulfo-KMUS (0,48mg/mL final, Thermofisher, 21111). La SIgA était ensuite dessalée (Fisher 
Scientific, 10753007) puis l’Ag était ajouté. Après la formation de la liaison à RT pendant 30min, 
la construction était conservée à 4°C. 
Digestion à la papaïne 
Les IgA dimériques seules ou couplées avec l’antigène SseB ont été digérée sur de la papaïne 
immobilisée (Thermo scientific, 20341) selon les instructions du fournisseur. En bref, 300µg 
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d’IgA couplées ou non étaient incubés sur la nuit à 37°C sous agitation dans du phosphate de 
sodium (20mM), de l’EDTA pH 7 (10mM), de la cystéine-HCl (20mM) à pH 7 et avec la papaïne. 
Les IgA étaient séparées de la papaïne par centrifugation et 1,5mL de Tris-HCl à pH 7,5 (10mM) 
étaient ajoutés. 
 
Figure 27 : Western blot confirmant la digestion enzymatique des IgA par la papaïne. 
(1) dIgAC5 murine. (2) dIgAC5 digérée à la papaïne. (3) dIgAC5 couplée à SseB via le Sulfo-
KMUS. (4) dIgAC5-SseB digérée à la papaïne 
Test d’activation des TLR in vitro à l’aide de lignées cellulaires 
Les lignée cellulaires HEK293 n’exprimant pas de TLR (hTLR-), seulement le TLR1/2 (hTLR2), 
le TLR3 (hTLR3), le TLR4 (hTLR4), le TLR5 (hTLR5) ou le TLR9 (hTLR9) (Invivogen) ont 
été incubés en plaque 96 puits avec SseB (30µg/mL) ou avec les ligands de leur TLR soit 
respectivement Pam-2 (0,1ng/mL, InvivoGen), Poly I :C (100ng/mL, InvivoGen), LPS K12 
(1ng/mL, InvivoGen), flagelline (20ng/mL, InvivoGen), CpG ODN 2006 (3µg/mL, InvivoGen). 
Les cellules étaient lavées puis incubées en milieu Hek Blue. La DO était mesurée 24h après à 
630nm. 
Injection de protéines en anse intestinale chez la souris 
Les antigènes SseB et OmpC étaient couplés à la Cyanine 3 (Cy3 fast Conjugation Kit, Abcam, 
ab188287) à raison de 200µg d’antigène pour 100µg de réactif de conjugaison. Les Antigènes 
étaient ensuite couplés aux Ig suivant le protocole précédemment décrit. Pour la préparation des 
anses intestinales, les souris étaient mises à jeun la veille, anesthésiées par l’injection intra-
péritonéale de kétamine et xylazine (respectivement 100 et 10 mg/kg). La température des souris 
était maintenue à 37°C durant la durée de la chirurgie. Les solutions de SseB-Cy3, SIgAC5-SseB-
Cy3, SIgMHF5-SseB-Cy3, OmpC-Cy3, SIgAC5-OmpC-Cy3 et SIgMHF5-OmpC-Cy3 étaient 
administrées à 0,2mg/mL (PBS) dans une anse intestinale contenant une PP jusqu’à ce que l’anse 
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soit gonflée. Après minimum 1h, les souris étaient mises à mort par dislocation cervicale et la 
portion d’intestin était prélevée et lavée au PBS. L’intestin était fixé O/N à RT dans 4% de 
paraformaldéhyde et inclus dans une solution d’OCT (optimal cutting tissue). Des sections de 7-
8 µm (Leica Microsystems, Leica cryostat model CM1950) étaient fixées sur des lames (VWR, 
631-0099) et directement observées au microscope à épi fluorescence (Nikon Eclipse Ti-S).  
Modèle inversé in vitro d’épithélium humain associé au follicule 
Le modèle de transport était basé sur la méthode décrite par (326) et modifiée par Rochereau et 
al (11). Brièvement, 3x105 cellules épithéliales humaines Caco-2 étaient disposées sur des 
transwells avec pores de 10µm (Sigma, CLS3402). Ces derniers étaient retournés à J1 puis la 
résistance transépithéliale (TEER) était mesurée (Millicell-ERS Ohmmeter, Millipore) jusqu’à 
atteindre une TEER de 350-400Ω. La lignée cellulaire Raji de lymphocyte B humains était ensuite 
rajoutée (5x105 cellules) sur la moitié des transwells au niveau basal jusqu’à une diminution 
d’environ 100Ω dans la condition avec Raji par rapport à celle sans Raji. 
Transport des complexes Ig-Ag dans le modèle inversé 
Le transport des Ig-Ag se base sur la méthode utilisée par Rochereau et al (11). Rapidement, les 
transwells contenant le modèle épithélium intestinal humain étaient retournés et insérés dans des 
tubes de silicone. La partie apicale hermétiquement isolée était remplie de milieu DMEM complet 
puis les échantillons étaient injectés à la concentration indiquée selon l’expérience. Après 90 min 
d’incubation à 37°C, le milieu contenu dans la partie basale était prélevé et conservé à -20°C 
avant titration par ELISA.  
Culture de la souche SL1344 de Salmonella enterica Typhimurium 
La souche SL1344 de Salmonella enterica Typhimurium a été fournie par le Dr Blaise Corthésy. 
Le stock glycérol (milieu lysogeny broth (LB), streptomycine 90µg/mL, 15% glycérol) était 
prélevé avec une anse et étalé sur gélose LB (streptomycine 90µg/mL, agar 15g/L) afin d’obtenir 
des colonies isolées. Après 24h d’incubation à 37°C 5% CO2, une colonie était prélevée et déposée 
dans 3mL de LBstrep liquide (streptomycine 90µg/mL). Après une nuit à 37°C 5% CO2, 120µL 
étaient dilués dans 3mL de LBstrep. La densité optique (DO) était mesurée et les bactéries étaient 
incubées à 37°C 5% CO2 sous agitation. Les bactéries ont ensuite été titrées sur gélose LBstrep à 
différents temps d’incubation, permettant d’établir une courbe de croissance de la souche SL1344 
avec une équivalence entre DO et Colony-forming unit (Cfu). 
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Figure 28: Modélisation théorique de la courbe de croissance de Salmonella enterica 
Typhimurium SL1344.  
Infection orale par Salmonella chez la souris 
La souche SL1344 en phase de croissance était diluée aux concentrations de 1x108 Cfu/mL, 1x107 
Cfu/mL, 1x106 Cfu/mL, 1x105 Cfu/mL dans du PBS (selon la concentration théorique et vérifiée 
le lendemain par titration). Les souris BALB/c de 7-9 semaines étaient infectées avec 100µL de 
bactéries par gavage. Leur poids était mesuré chaque jour. Les souris étaient mises à mort en cas 
de perte de plus de 20% de poids par rapport au groupe de souris non infectées et/ou en cas de 
score >6 par rapport aux critères établis dans la fiche de suivi clinique ci-dessous. Par la suite, les 
souris étaient infectées avec une dose théorique de 5x105 Cfu de Salmonella et réelle comprise 
entre 1x105 et 1x106 Cfu. 
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Table 9: Fiche de suivi clinique appliquée aux souris infectées par S. Typhimurium. 
 
Suivi de la distribution de Salmonella après infection in vivo 
Des souris BALB/c de 7 semaines étaient infectées avec 1x107 Cfu par gavage. Des mises à mort 
étaient effectuées à J4, J5, J6 et J7 post-infection. Le foie, la rate, les MLN, les PP, de l’intestin 
et des fèces étaient récupérés dans des tubes préalablement pesés. Les échantillons étaient pesés 
et les PP étaient traitées au DMEM complémenté à la gentamycine (100µg/mL) pendant 30min 
à 37°C. Les organes étaient écrasés sur tamis cellulaire 70µm (Miltenyi) et lavés avec du tampon 
de lyse (PBS, 1% Tritton X100). Les fèces étaient diluées à 150mg/mL dans du PBS. Après 
centrifugation, le surnageant était utilisé pour la titration. Les échantillons provenant des organes 
étaient dilués dans du tampon de lyse et les bactéries étaient déposées sur gélose LB 
(streptomycine 90µg/mL) avec un ensemenceur (Interscience, easySpiral®) et puis comptées 
grâce un lecteur (Interscience, Scan® 1200).  
Test de neutralisation de Salmonella 
Basé sur les travaux de Mathias et al (134). La souche SL1344-GFP+ (Ampicilline te 
streptomycine résistante) fournie par B. Corthésy était cultivée comme indiqué précédemment 
pour la souche SL1344 en rajoutant de l’ampicilline dans les milieux (75µg/mL). En phase 
Points d'observation Valeur
Poids (souris/témoin) 6
Diarrhées 6
pelage luisant, plaqué contre la souris 0
Pelage terne 1
Pelage très terne, hérissé, absence de nettoyage 2
Yeux ronds, vibrisses écartées, oreilles décollées 0
Yeux resserrés, vibrisses regroupées, oreilles 
rabattues
3
Pas de signes particuliers 0
Modification du comportement exploratoire 1
Dos voûté, crispations au niveau du ventre 2
Prostration, isolement du groupe dans la cage 4
Réaction à un stimulus 0
Réaction aux stimuli, vocalisations, comportement 
agressif
1
Absence de réaction aux stimuli, apathie 2
TOTAL
≤4 Pas de procédure de gestion de la douleur
=5 Alerte du concepteur, isolement de l'animal
≥6 Sortie de l'animal de la procédure
Liés à l'infection
Aspects physiques
Aspects faciaux
Aspects 
comportementaux
Lors de la 
manipulation
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exponentielle de croissance, la concentration était évaluée suivant la courbe théorique et la 
bactérie était titrée sur gélose (lecture 24h après). Les bactéries étaient diluées dans du PBS à 
6x107 Cfu/mL. 100µL de bactéries étaient incubés 2h à RT avec 100µL d’Ac à différentes 
concentrations. Les cellules Caco-2 étaient décollées avec de la trypsine/EDTA (Sigma) puis 
comptées. 1,5x105 cellules (40 bactéries pour une cellule) étaient ajoutées à la mixture 
Ac/bactéries dans du DMEM complet pendant 2h à 37°C. Le surnageant était éliminé après 
centrifugation 5min à 1500rpm. Les cellules étaient re-suspendues dans du DMEM complet 
gentamycine 100µg/mL à 37°C durant 2h. Les cellules étaient lavées 3 fois au PBS gentamycine 
100µg/mL et marquées au 7AAD. Les cellules GFP+ étaient ensuite analysées en cytométrie en 
flux. 
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C h a p i t r e  V  :  L ’ i m p a c t  d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  I g A  s u r  l e u r  
c a p a c i t é  à  a c t i v e r  l a  r é p o n s e  i m m u n i t a i r e  a d a p t a t i v e  
“Impact of IgA structure on their ability to stimulate adaptive immunity” 
ARTICLE ET RESUME  
Les IgA sont divisées en deux sous-classes ; IgA1 et IgA2, elles-mêmes présentes sous forme 
monomérique, dimérique ou sécrétoire. Les IgA1 monomériques sont fortement représentées 
dans le sérum et ont été décrites comme ayant des propriétés anti-inflammatoires. Bien que les 
IgA2 soient plus résistantes aux protéases de l’intestin, les IgA1 et IgA2 dimériques et sécrétoires 
sont toutes les quatre présentes au niveau des muqueuses. Un rôle tolérogène des IgA de forte 
affinité contre le microbiote est observé dans ce tissu et semble lié à une réponse thymo-
dépendente alors qu’une réponse thymo-indépendante se traduit par une réponse IgA de faible 
affinité contre les pathogènes. Afin d’étudier la fonction des IgA1 et IgA2, nous avons testé la 
capacité des différents isotypes et isoformes d’IgA à induire une réponse immunitaire. 
Nous avons mis en évidence une meilleure affinité des IgA1 pour le récepteur FcαRI et des IgA2 
pour DC-SIGN. Par ailleurs, nous avons confirmé un rôle anti-inflammatoire des IgA1 et pro-
inflammatoire des IgA2. Ces réponses sont exacerbées avec les IgA sous forme dimériques et peu 
de différences sont observées en présence de la pièce sécrétoire. Malgré des profils d’activation 
différents, toutes les IgA sont capables d’activer des LT CD8 cytotoxiques. Enfin, une meilleure 
stimulation des moDC par les IgA2 dimériques par rapport aux IgA1 dimériques pourrait 
s’expliquer par la meilleure capacité des IgA2 à up-réguler leurs récepteurs à la surface des DC. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES  
La plus forte affinité des IgA1 pour le FcαRI et des IgA2 pour DC-SIGN sera confirmée en 
thermophorèse avec des IgA dimériques et sécrétoires. Par ailleurs, la thermophorèse utilisant des 
ligands et récepteurs libres et la sensibilité de la technique de l’ELISA étant limitée, il serait 
nécessaire de renouveler les tests d’affinité avec une troisième technique telle que la SPR (surface 
plasmon resonance) sur un système Biacore. Une étude complète de l’expression des différents 
récepteurs aux IgA sur les populations de DC intestinales pourrait permettre de différencier des 
populations plus aptes à fixer les IgA1 que les IgA2 par exemple. Ces études ne sont pas aisées à 
réaliser car l’accès à de tels échantillons et à de telles cellules est limité, mais elles pourraient 
mettre en évidence une interaction IgA/récepteurs/cellules qui déterminerait le sort de la réponse 
immunitaire à l’image du FcαRI qui induit une réponse inflammatoire en cas de fixation d’une 
IgA sérique complexée et tolérogène avec une IgA seule sur des modèles de cellules 
mononucléées sanguines périphériques (PBMC) (327). Nous souhaiterions également refaire nos 
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expériences avec des IgA spécifiques d’antigènes de commensaux ou de pathogènes seuls ou sous 
forme de complexes immuns afin d’observer si les IgA ont un effet intrinsèque sur le système 
immunitaire. La relation entre l’interaction des IgA monoclonales couplées à leur antigène et les 
cellules immunitaires et les récepteurs exprimés par ces cellules pourrait aussi être étudiée afin 
de voir des profils phénotypiques plus ou moins propices à la captation des ces IgA.  
Il faudrait par ailleurs tester d’autres IgA1 et IgA2 ayant la même spécificité afin de pouvoir 
généraliser l’impact des isoformes et isotypes d’IgA. Par exemple, nous pourrions utiliser des 
IgA1 et 2 dimériques de patients sans inflammation aigue du colon – comme c’est le cas pour les 
patients Crohn (328) – à partir de plasmocytes immortalisés au laboratoire. La SC pourrait être 
rajoutée et la chaîne J supprimée, même si aucune enzyme spécifique n’a été décrite à ce jour 
mise à part la subtilisine qui dégrade aussi les IgA (329). Les IgM sont produites sous forme 
sécrétoire dans les sécrétions muqueuses après transcytose (330) et peuvent activer la voie du 
complément (331). Il serait très intéressant de comparer leur effet par rapport aux IgA dans 
l’intestin. 
Les neutrophiles sont particulièrement importants dans l’axe IgA/inflammation (150). Puisque 
nous avons observé l’activation de gènes codant pour des chémotractants des neutrophiles après 
stimulation ave des IgA2 dimériques, un autre axe de recherche serait d’analyser le recrutement 
et l’activation des neutrophiles in vivo. Nous pourrions peut-être mettre en évidence un effet 
spécifique des IgA2, et non des IgA1, sur les neutrophiles. Nous avons par ailleurs observé une 
activation à la fois de LT et du CD40 induites par les IgA. L’axe CD40/CD40L étant impliqué 
dans l’activation des lymphocytes B, nous pourrions tester cette hypothèse avec par exemple un 
test de fonctionnalité des lymphocytes B de type ELISPOT avec nos IgA. Enfin, afin de mieux 
caractériser la réponse humorale induite par la stimulation avec des IgA, les cytokines impliquées 
dans la commutation de classe des Ig telles que BAFF, APRIL (332-334) ou l’enzyme AID 
impliquée dans l’hypermutation somatique (335) pourraient être dosées. Le transcriptome des 
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cellules dendritiques ayant fixées des IgA de plus ou moins forte affinité pour leurs antigènes 
serait intéressante à étudier par PCR pour relier l’effet pro- ou anti-inflammatoire à la plus ou 
moins forte affinité des IgA. Comme précédemment, la comparaison avec les IgM pourrait 
apporter plus d’information sur ces molécules dont le rôle n’est pas complètement déterminé dans 
leur forme sécrétoire au niveau des muqueuses. 
De nombreuses perspectives s’ouvrent à nous pour consolider et approfondir les résultats obtenus 
au cours de ce travail de thèse, afin de mieux comprendre la fonctionnalité des IgA dans les 
muqueuses.  
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C h a p i t r e  V I  :  É t u d e  d ’ u n e  n o u v e l l e  s t r a t é g i e  v a c c i n a l e  
c o n t r e  S a l m o n e l l a  
PREAMBULE 
Au vu des propriétés particulièrement intéressantes des IgA et en particulier de leur capacité à 
traverser les muqueuses par l’intermédiaire des cellules M, ce mécanisme a été utilisé afin de 
coupler la protéine de capside p24 du VIH sur une IgA sécrétoire murine et induire une réponse 
cellulaire et humorale muqueuse après vaccination chez la souris (172). Durant mon travail de 
thèse, nous avons souhaité évaluer cette stratégie vaccinale (172) contre l’entérobactérie 
Salmonella. Par ailleurs, les SIgM sont aussi présentes dans la lumière intestinale et possèdent 
cette capacité de transcytose inverse (article en cours de préparation). Nous avons voulu 
également tester cette nouvelle forme de vectorisation. Enfin, la création d’un vaccin protégeant 
contre plusieurs sérovars de Salmonella étant un objectif principal dans la recherche vaccinale, 
nous avons souhaité évaluer la capacité des anticorps sécrétoires SIgA et SIgM à délivrer 
plusieurs antigènes sous forme d’un vaccin multivalent. Une première étape de mon travail a donc 
consisté dans l’expression et la purification d’antigènes vaccinaux de Salmonella. 
Expression et purification des antigènes SseB et OmpC 
Les antigènes SseB et OmpC induisent une réponse humorale et cellulaire spécifique après 
immunisation par voie systémique chez la souris. Dans un premier temps, nous avons produit et 
purifié ces antigènes protéiques de Salmonella Typhimurium à partir de plasmides. Ces derniers 
ont été fournis par les Dr Corthésy et Kumar et les insertions ont été vérifiées par digestion 
enzymatique (Figure 29A). Afin de déterminer si les différentes protéines observées sur gel SDS 
PAGE après purification de l’OmpC étaient des oligomères d’OmpC ou d’autres protéines issues 
d’une purification non totale de l’antigène, l’échantillon de purification a été analysé en 
spectrométrie de masse par ionisation (LTQ Velos Thermo). La protéine OmpC est identifiée en 
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tête de liste avec une couverture de séquence de 72.5%. Cependant, l’échantillon n’est pas pur 
puisque beaucoup d’autres protéines de S. Typhimurium ont été identifiées (Figure 29B). Bien 
que la purification de SseB soit plus complète, une forte concentration d’endotoxines 
(>500EU/mL) a été mesurée, présageant aussi un fort taux dans l’OmpC. Afin d’éviter une 
activation biaisée des cellules, notamment lors des tests in vitro, nous avons détoxifié les 
antigènes. Bien que la quantité en endotoxines diminuait fortement, une perte de plus de 75% des 
antigènes a été observée lors du processus (Figure 29C), conduisant à l’utilisation de polymyxine 
B (PMB) pour la suite de notre étude pour inhiber la fixation des endotoxines aux récepteurs 
d’activation. Ainsi, nos protéines produites contiennent en grande majorité nos deux antigènes 
SseB et OmpC mais aussi d’autres protéines minoritaires ainsi que des endotoxines, autant 
d’éléments à prendre en compte lors des tests d’activation ou lors des phases de vaccination. 
 
Figure 29: Purification des protéines SseB et OmpC. 
(A) Le gène codant pour l’OmpC est inséré dans le plasmide pET-20b et son insertion est 
vérifiée par digestion soit avec les enzymes BamHI/Bgl II soit avec Pst I. La taille des fragments 
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attendus est de 1234 et 3618pb pour BamHI/Bgl II et 2594 et 2258 pb pour Pst I. (B) Analyse 
MS du produit de purification de l’OmpC. La comparaison avec la banque de données 
« uniprot-SalmonellaTyphimurium.fasta » (8541 entrées) a soulignée 124 protéines 
potentiellement présentes dans l’échantillon. Seules les protéines avec un score >100 ont été 
montrées. (C) SDS PAGE montrant l’antigène SseB détoxifié de ses endotoxines (SseB Détox, 
gauche) et l’antigène SseB juste après sa purification (droite). 
 
Mise en place du modèle infectieux à Salmonella chez la souris 
Afin de vérifier l’effet protecteur d’un vaccin contre Salmonella, j’ai mis en place un modèle 
infectieux murin avec S. Typhimurium mimant l’effet de S. Typhi chez l’homme. Afin de 
déterminer la dose nécessaire pour reproduire les symptômes observés chez l’homme en cas de 
fièvre typhoïde, des souris ont été infectées par voie orale avec des concentrations allant de 1x105 
Cfu (Colony-forming unit)/mL à 1x108 Cfu/mL de Salmonella. La survie des souris commençait 
à diminuer à partir de J6 mais l’injection de 1x104 et 1x105 Cfu induisait une mortalité de moins 
de 50% alors qu’aucune souris ne survivait après J9 avec une dose de 1x107 Cfu. (Figure 30A). 
25% des souris survivait après une infection avec 1x106 Cfu de S. Typhimurium, indiquant une 
dose optimale pour l’étude d’une protection comprise entre 5x106 Cfu/mL et 1x107 Cfu/mL. Nous 
avons ensuite déterminé les phases d’infection de Salmonella en déterminant la charge 
bactérienne dans différents organes au cours du temps après infection. Une rapide infection des 
tissus intestinaux est apparue avec 5x104 Cfu dans les PP et deux fois plus de bactéries dans les 
MLN 5 jours post-infection. La voie systémique a aussi été rapidement touchée puisqu’au même 
jour, le foie (6x104 Cfu) et plus fortement la rate (4x105 Cfu) étaient infectés par Salmonella. Ces 
résultats indiquent une infection aussi bien muqueuse que systémique par S. Typhimurium chez 
la souris, récapitulant les effets de S. Typhi chez l’Homme (Figure 30B). Une forte diminution 
du nombre de Salmonella dans les différents organes est observée au 6ème jour sauf dans les fèces 
et l’intestin où la quantité de Salmonella est doublée, indiquant une éventuelle réponse 
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immunitaire efficace contre la bactérie sauf dans son environnement de réplication. Enfin, une ré-
augmentation de la quantité de Salmonella dans le foie (2 fois) et la rate (3 fois) combinée à la 
disparition de la bactérie dans les muqueuses indiquerait un échappement de Salmonella à la 
réponse systémique et donc à un envahissement fatal (Figure 30B).  
 
Figure 30: L’infection de souris par S. Typhimurium induit les mêmes effets que celle de 
l’Homme par S. Typhi. 
(A) La survie des souris est analysée en fonction du temps en jours. Cfu= colony-forming unit. 
n=6 (B) La charge bactérienne de la souche de S. Typhimurium SL1344 est déterminée dans 
les fèces, l’intestin (gut), les plaques de Peyer (PP), les ganglions mésentériques (MLN), la rate 
(Spleen) et le foie (Liver) en fonction du temps en jours (days) post-infection. 
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ARTICLE ET RESUME 
Après la mise en place d’outils nécessaires à l’évaluation de notre approche, nous nous sommes 
replacés dans le contexte vaccinal muqueux contre Salmonella avec pour objectif de formuler un 
vaccin administré par voie orale ou nasale potentiellement multivalent utilisant des IgA ou des 
IgM comme vecteurs de délivrance des antigènes SseB et OmpC.  
Nous avons pu montrer la liaison de 4 molécules d’antigène sur les régions Cα1 ou variables des 
chaînes lourdes d’une SIgA. Dans un second temps, nous avons confirmé le transport in vitro et 
in vivo des antigènes par les SIgM et plus efficacement par les SIgA vers le dôme sous épithélial 
des PP. Nous avons ensuite mis en évidence l’absence de réponse immunitaire et de protection 
suite à une immunisation orale avec SseB et OmpC indépendamment couplés à la SIgA, suggérant 
une trop faible immunogénicité via cette voie d’immunisation. Enfin, nous avons mis en évidence 
une solide réponse humorale et cellulaire contre les antigènes SseB et OmpC à la fois systémique 
et muqueuse après vaccination par voie intranasale avec les SIgA et SIgM comme vecteurs, et de 
manière plus efficace avec un vaccin multivalent. 
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Introduction 
The enterobacteria genus Salmonella species enterica subspecies enterica comprises several 
serovars such as Typhimurium (S. Typhimurium), Enteritidis (S. Enteritidis), Typhi (S. Typhi), 
and Paratyphi A (S. Paratyphi A). These serovars are the main ones responsible for pathologies 
in humans. Indeed, 93 million of gastroenteritis cases and 150,000 deaths caused by S. 
Typhimurium and S. Enteritidis were reported as (336). In contrast, S. Typhi and S. Paratyphi A 
induce the systemic typhoid fever, which presents a 1% mortality rate, leading to 200,000 deaths 
(337). Appearance of multi-drug resistant (MDR) strains forced the international community to 
work on a prophylactic multivalent vaccine, particularly a mucosally delivered one, able to protect 
against the four major pathogenic serovars (274). However, several obstacles have to be 
overcome such as the divergence between Salmonella strains and unfriendly environment of the 
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mucosa for vaccine formulations. For example, while S. Typhi are human specific bacteria, S. 
Typhimurium infection in mice reproduce the human enteric fever symptoms.  
The mucosal immune system comprises the gut-associated lymphoid tissue (GALT), the 
nasopharynx-associated lymphoid tissue (NALT) and the genital-associated lymphoid tissue 
(GENALT). All these three compartments are distinct from the systemic compartment and 
constituted by specialized sites responsible for the induction of mucosal immune responses (30): 
Peyer’s patches (PP) (338). The transit of bacteria and antigens (Ag) through microfold (M) cells 
in the follicular-associated epithelium (FAE) of PP triggers an immune response adapted to the 
encountered pathogen mostly via dendritic cells (DC) which subsequently stimulate T and B cells. 
The design of enteric vaccines requires to overcome some constrains such as to protect the Ag 
against gut conditions, to target the PP or to break mucosal compartmentation and immune 
tolerance. Thus, only a few mucosal vaccines, especially enteric, are licenced with both a low 
efficacy and poorly understood mechanisms (Czerkinsky, 2015, Vaccines against enteric 
infections) (Clemens, 2011, Evaluation of vaccines against enteric infections). 
An efficient response against Salmonella is characterized by the induction of a T helper (Th)-1 
response linked to the secretion of both cytokines such as interferon gamma (IFN-γ) and 
interleukin 17 (IL-17) by T cells (305, 310), and immunoglobulins (Igs) such as IgA and IgM by 
plasma cells (339, 340). In particular, secretory IgA (SIgA) are highly involved in protection of 
mucosal surfaces due to the following characteristics: (i) a high stability in the mucosal 
environment (341), (ii) a strong neutralization effect thanks to immune exclusion (130), and (iii) 
their ability to trigger immune responses by targeting pathogen-derived Ag through M cells and 
by performing reverse transcytosis in PP (11). In addition, the main known role of SIgM in 
mucosa is to induce a complement-dependent pathogens lysis (184).  
Such features associated with SIgA led to the hypothesis that these molecules could be used as a 
vector to deliver Ag from mucosal pathogens such as HIV or Salmonella into PPs (11, 173). This 
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approach has been described as inducing a sustained mucosal humoral and cellular immune 
response against the Ag. In this context, we aimed to design a vaccine against Salmonella based 
on the use of SIgM and SIgA as vectorization platforms. SseB and the outer membrane protein C 
(OmpC) of Salmonella have been shown to induce secretion of IgA, IgM and a Th-1 response 
together with a protection against Salmonella when injected in mice through a systemic 
administration route (314, 323, 342). They therefore represent valuable vaccine Ags. In this study, 
we assess the immunogenic potential of these Ags coupled to SIgs separately but also combined 
in a multivalent vaccine delivered via mucosal routes.  
Results 
Dimeric IgA may carry up to four vaccine antigens. 
As we aim to perform a multivalent vaccine, we wondered how many antigens could be 
complexed with SIgA. The 21kDa Salmonella SseB protein was coupled with a reagent allowing 
its covalent binding with SIgA via amide and thioester bonds, resulting in SIgA-SseB (Fig. 1A). 
In order to follow SIgA-SseB in vivo, we wondered whether SIgA could be bound with a cyanine 
3 (Cy3) molecule. Although the size of SseB increased from 21 to around 30kDa due to the 
binding to Cy3, complexation with SIgA was still possible (Fig. 1B). We then determined the 
quantity and localization of antigens bound to SIgA by mass spectrometry. A treatment with 
papain led to IgA fragmentation into 50kDa Fc and Fab fragments (Fig. 1C and Suppl 1S1). We 
presumed dissociation between some light (LC) and heavy chains (HC), leading to a 28kDa 
fragments of variable HC (VHC) (Fig. 1C). Emergence of 71kDa fragments with dIgA coupled 
with SseB might suggest both a binding of two 21kDa antigens with one VHC and a binding of 
one SseB protein on a Fab fragment (Fig. 1C and D). Thus, our results indicated that SIgA were 
able to bind at least four antigens. 
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Transport of SIgA-based vaccine is more efficient than SIgM-based vacccine across the 
follicle associated epithelium. 
We wondered whether IgA and IgM could transport various antigens to subepithelial dome (SED) 
of PP by specifically targeting M cells. We performed ligated loop experiments onmice intestinal 
segments containing a PP and injected mouse SIgA or SIgM coupled with either SseB or with 
OmpC antigens. No SseB-Cy3 or OmpC-Cy3 molecules coupled or not with SIg were observed 
in mouse villi (Supplementary Figure 2). In contrast, an increased number of fluorescent spots 
was observed in PP of mice injected with SIgA-SseB compared with SseB alone (Fig. 2A). The 
same result was noticed with the OmpC antigen (Fig. 2B), suggesting a specific and efficient 
crossing of IgA into PP whatever the antigen bound. Despite that a higher amount of SIgM-SseB-
Cy3 was observed compared to SseB-Cy3, a lower number of fluorescent spots was present in 
PP compared to SIgA-SseB-Cy3 (Fig. 2A). The same results were obtained with OmpC (Fig. 
2B), suggesting a better antigen transport with SIgA than with SIgM in the gut mucosa. We 
confirmed these results in an in vitro human model of follicle associated epithelium (FAE) by 
comparing FAE with or without M cells. We described an increase of M cells-specific SseB 
crossing from apical layer to basal area of 35% and 50% with SIgM-SseB and SIgA-SseB 
respectively compared to SseB alone (Fig. 2C). Likewise, no increase of OmpC transport through 
M cells was observed with SIgM-OmpC whereas a 40% increase was shown with SIgA-OmpC 
(Fig. 2D). Thus, we underscored the ability of IgM, but more importantly of IgA, to transport 
SseB and OmpC across M cells within the FAE into the SED of PP. 
SIgA-SseB is poorly immunogenic in the gut when orally administrated. 
Since SIgA-SseB was transported to SED in mice PP, we investigated whether this vaccine 
candidate could induce a protective immune response against Salmonella infection when orally 
administrated. We firstly assessed the activation of CD11c+ dendritic cells (DC) in mice PP 20 
hours after stimulation with SIgA-SseB or SseB alone in presence of polymyxin B, avoiding 
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endotoxins activation biases. We noticed over-expressions of CD80, CD86, CD40 and I-A/I-E 
activation markers by respectively 10% (Fig. 3A), 20% (Fig. 3B), 40% (Fig. 3C) and 100% (Fig. 
3D) on DC stimulated with SseB, suggesting an immunogenic effect of this antigen. In contrast, 
only a 25% down-regulation of the CD86 co-stimulatory molecule, with no changes for the other 
markers, was observed when DC from mice PP were stimulated with SIgA-SseB (Fig. 3B). We 
analyzed the immune response of mice after a scheme of immunization comprising three oral 
injections and one boost of the vaccine formulation comprising 10µg of SseB following by a 
challenge with S. Typhimurium SL1344 (Fig. 3E). Absence of SseB-specific serum IgG (Fig. 
3F), genital IgA (Fig. 3G) or intestinal IgA (Fig. 3H) was observed in mice immunized either 
with SseB or SIgA-SseB. Survival of SIgA-SseB-immunized mice began to decrease at day 5 
compared to day 9 for control group after infection with Salmonella and no mouse survived to 
infection after 9 days whereas more than 60% of non-treated mice were alive at this moment (Fig. 
3I). In contrast, no difference in mice survival was observed between groups immunized with 
SseB and treated with PBS. Oral immunization of mice with SIgA-OmpC or with the cholera 
toxin (CT) as adjuvant did not induce humoral and cellular response (Suppl Fig. S3). 
Our results pointed out an absence of immune response in mice orally immunized with SIgA-
OmpC or with SIgA-SseB, correlated with a higher susceptibility to Salmonella infection for the 
SIgA-SseB formulation. This suggests a poor immunogenicity of Ag when coupled with SIgA 
may be due to the relatively low amount of Ag used which did not resist the deleterious 
environment of the gastrointestinal tract. 
SIgA- and SIgM-coupled SseB and OmpC induce a high humoral systemic immune response 
after nasal vaccination. 
Since the NALT presents similarities with the GALT, especially for the immune response induced 
in PP, we wondered whether our vaccine strategy could induce a systemic immune response after 
nasal immunization (Fig. 4A). Immunization of mice with SseB or OmpC without CT did not 
 
 136 
induce humoral or cellular response compared to PBS injection. In contrast, addition of CT a 5- 
(Fig. 4B) to 7-fold (Fig. 4C) increase of antigen specific IgG. Compared to SseB/CT, 
immunization of mice with SIgA-SseB/CT increased the level of SseB-specific serum IgG by 29-
fold (Fig. 4B) whereas SIgA-OmpC/CT did not modify the amount of OmpC- specific IgG. 
Immunization of mice with SIgM-SseB/CT or SIgM-OmpC/CT induced the same secretion of 
Ag-specific serum IgG and as SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT respectively (Fig. 4) 
SseB/CT administration displayed a 4-fold and 2-fold increase in CD8+ and CD4+ T cell 
proliferation respectively, whereas OmpC/CT induced a 1.4-fold increase of both subsets of T 
cells (Fig. 4D, E and Suppl. Fig. 4). In terms of cytokine production, OmpC/CT induced a 2-
fold reduction of IFN-γ secretion by OmpC-specific T cells (Suppl. Fig. 4) whereas activation of 
SseB-specific T cells induced both 10-fold increase of IFN-γ and 100-fold increase of IL-17A 
production to reach approximatively 1000pg/mL (Fig. 4F and Suppl. Fig 4). SIgA-SseB/CT 
immunization did not modify the proliferation and cytokine secretion of splenic T cells (Fig. 4F, 
D, H). In contrast, a 1.6-fold higher proliferation of CD8+ T cells was observed with SIgA-
OmpC/CT (Fig. 4E). Nevertheless, a 300-fold decrease of IL-17A secretion by activated OmpC-
specific cells from SIgA-OmpC/CT immunized mice was noticed (Fig. 4I). Coupling of Ag with 
SIgM did not modify Ag-specific T cell proliferation and cytokine secretion observed with the 
coupling of the different Ag with SIgA (Fig. 4). Thus, SIgA and SIgM induced the similar effect 
when used as vaccine vectors with CT i.e an increased of the humoral systemic response induced 
by SseB but a decrease of the OmpC-dependent cellular response.  
Nasal delivery of antigens with secretory Igs increase significantly the mucosal humoral and 
cellular immune responses. 
Although Salmonella may invade systemic compartment, their entry route is the gut mucosa. 
Hence we wondered whether nasal vaccination with our vaccine formulations could induce a 
mucosal immune response. Firstly, SseB/CT immunized mice presented an 8-fold increase of 
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SseB-specific IgG and IgA secretion in feces (Fig. 5A, C and Suppl. 5S1) whereas immunization 
with OmpC/CT did not increase the secretion of OmpC-specific IgG and IgA in the feces and 
vagina (Fig. 5B, D and Suppl. 5S1). compared to Ag alone. We only focused on conditions with 
CT later on. SIgA-SseB/CT decreased SseB-specific IgA secretion by 2 folds in feces and vagina 
compared to SseB/CT immunization (Fig. 5A and C). The same OmpC-specific IgG and IgA 
responses in feces and vagina of SIgA-OmpC/CT- as OmpC/CT-immunized mice was observed 
(Fig. 5B, D and Suppl. Fig. 5). SIgM-SseB/CT-immunized mice presented a 2-fold increase in 
SseB-specific IgA in feces compared to SIgA-SseB/CT-immunized mice (Fig. 5A). 
SseB/CT induced a 2-fold proliferation of both CD4+ and CD8+ T cells in MLN (Fig. 5E, G) and 
an increase of their IFN-γ and IL-17A (Fig. 5I and Suppl. Fig. 5) secretion up to 6-fold compared 
to PBS-immunized mice. Despite no IFN-γ or IL-17A were secreted after restimulation of OmpC-
specific T cells (Fig. 5J and Suppl. Fig. 5), a 7-fold increase of CD4+ T cells from OmpC/CT-
immunized mice was observed compared to PBS-immunized mice (Fig. 5F). Although the same 
CD4+ T cells proliferation was observed (Fig. 5E), 2-fold and 1000-fold decreases of CD8+ T cell 
proliferation and IL-17A secretion respectively were measured after stimulation of SseB-specific 
T cells from SIgA-SseB/CT-immunized mice compared to SseB/CT-immunized mice (Fig. 5G). 
In contrast, a 1.5-fold stronger OmpC-specific CD4+ T cells proliferation and IL-17A secretion 
by these cells from SIgA-OmpC/CT- compared to OmpC/CT-immunized mice was displayed 
(Fig. 5F and H). In addition, restimulation of OmpC-specific T cells from SIgM-OmpC/CT-
immunized mice decreased their secretion of IL-17A by 10 folds compared to T cells from SIgA-
OmpC/CT-immunized mice (Fig. 5J). Thus, coupling SseB with SIgA conserved a potent 
humoral response but globally decreased the SseB immunogenicity in GALT, especially for the 
cellular response whereas SIgA optimized the OmpC cellular response in mucosa. Our results 
also indicated that SIgM is a better vector than SIgA for the humoral response induced by SseB 
but is worse for the cellular response induced by OmpC in the mucosa. 
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Multivalent vaccine with SIgA combines the advantages of all the antigens 
We then wondered whether SIgA could be an efficient platform for vaccination with multiple 
antigens. Immunization of mice with SIgA-OmpC-SseB/CT induced the same production of 
SseB- or OmpC-specific serum IgG as the respective vaccines SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT 
(Fig. 6A). In addition, similar increase of CD4+ and CD8+ splenic T cell proliferation between 
either SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT and SIgA-OmpC-SseB/CT immunizations was 
observed (Fig. 6B). Furthermore, SIgA-OmpC-SseB/CT induced a 100-fold increase of IL-17A 
secretion by SseB-specific T cells compared to SIgA-SseB/CT (Fig. 6C). Thus, the multivalent 
vaccine (MV) conserved or increased the systemic immunogenic effects of Ag already induced 
when separately coupled on SIgA. 
Even if mice immunized with SIgA-OmpC-SseB/CT showed a 2-fold decrease of SseB-specific 
IgA in vaginal secretion compared to SIgA-SseB/CT immunized mice, they conserved a 2-fold 
increase of these specific IgA relatively to PBS-immunized mice (Fig. 6D). In contrast, a 1.4-fold 
increase of SseB-specific IgA in feces was observed with the SIgA-OmpC-SseB/CT compared 
to SIgA-SseB/CT (Fig. 6E). In addition, MV did not modify the secretion of OmpC-specific IgA 
in feces or vaginal secretion compared to SIgA-OmpC/CT immunized mice (Fig. 6D, E). SIgA-
OmpC-SseB/CT induced a similar proliferation of SseB-specific CD4+ and CD8+ T cells from 
MLN as SIgA-SseB/CT (Fig. 6F, G). However, IL-17A and IFN-γ secretion by specific T cells 
were respectively 20-fold and 10-fold increase with the MV (Fig. 6H and Suppl. Fig. 6). SIgA-
OmpC-SseB/CT immunization also induced a 2-fold increase of OmpC-specific CD4+ T cell 
proliferation but similar secretions of IL-17A and IFN-γ compared to the SIgA-OmpC/CT 
immunization (Fig. 6F, H). Our results indicated that multivalent vaccine conserved or optimized 
the mucosal immune response induced by the antigens coupled on SIgA.  
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Discussion 
We have demonstrated the binding of four antigens on one secretory IgA (SIgA) near the Cα1 or 
variable regions of the heavy chain. In addition, SIgA and SIgM coupled with Salmonella-derived 
SseB or OmpC Salmonella proteins allowed the transport of these antigens into SED of PP. 
However, oral immunization with SIgA-SseB did not protect against a Salmonella infection 
whereas nasal immunization induced a robust systemic and mucosal humoral and cellular 
response. Besides, the systemic response was mainly based on humoral immunity whereas the 
mucosal response rather on both humoral and cellular immunity. We also underlined that 
multivalent vaccine containing both SseB and OmpC coupled to SIgA was similarly or even more 
immunogenic. Finally, we demonstrated a potential role of SIgM as a relevant vaccine vector like 
SIgA. 
One question raised by our result is the poor immunogenic effect induced by SIgA-SseB with 
oral injection in contrast to the inflammatory response with nasal administration. The NALT and 
GALT PP structure was described as similar, but while the DC populations in GALT are relatively 
well known (4), DC from NALT are poorly studied. A focus on the SIgA-SseB uptake by DC in 
NALT compare to the GALT might explain our observation. Another explanation could be a 
tolerogenic effect of oral administration. To test this hypothesis, investigation of tolerogenic 
markers such as IL-10, TGF-β or regulatory T cells could be informative. Finaly, some solutions 
could be found to overcome the poor immunogenicity observed with oral immunization or to 
enhance the effect of nasal administration. Thus, another adjuvant might be used such as the 
double-mutant Escherichia coli heat-labile toxin (dmLT) which was described as a potent inducer 
of mucosal IgA, IgG and Th-17 immune response (343) (344). Another manner to improve the 
immune response would be to increase the vaccine concentration or to enhance the recognition 
of Ag by immune system for exemple by changing the binding process of Ag on SIgA/SIgM. 
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Even if our vaccine strategy offers numerous opportunities, the immune response triggered 
remains to be further explored. Besides, Salmonella protective immune response is generally 
characterized by a secretion of IFN-γ but also IL-12 and TNF-α which have not been assessed 
here (305, 345). Furthermore, cytotoxic functionality of CD8 T cells could be tested since these 
cells are involved in Salmonella protection (346). Finally, the immune exclusion effect of IgA 
secreted after immunization should be investigate regarding the importance of this feature in 
protection (131). This could allow to determine the potential mechanisms of protection mediated 
by the vaccine. Indeed, this latter could (i) impede Salmonella entrance or (ii) only slow down its 
dissemination, leaving the time for the induced adaptive immune system to eradicate the bacteria 
or (iii) directly induce an efficient response able to kill the bacteria in the mucosa or the systemic 
compartment. 
SIgM are found in mucosal secretion at a reduced abundance as compared to SIgA but they can 
display similar functions such as opsonization of Salmonella, leading to a protection against 
infection in mice (347) or complement activation (184). We showed that in spite of a lower 
antigen transport efficiency than SIgA, SIgM increased the immunogenicity of SseB and OmpC 
when nasally administered. It might be interesting to compare IgM and IgA uptake in GALT and 
NALT to explain this difference. The higher immune response triggered with IgM could also be 
due to their function, mostly involving the classical complement pathway whereas IgA are only 
involved in alternative and lectin pathway (348) (349), suggesting to measure the immune cell 
recruitment through this mechanism. 
Another advantage to use SIgM is the abundance of antigen binding sites. Indeed, SIgM are 
mostly found in a pentameric form in mucosa, providing potentially ten antigens binding sites 
compared to four with SIgA. This could explain the higher immune response observed with SIgM 
and counterbalance the reduced ability of SIgM to cross the FAE. We showed that combination 
of one antigen inducing a high humoral response such as SseB with another antigen such as 
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OmpC, which triggers a stronger cellular response when coupled on SIgA induced both types of 
immune responses. This is of great interest as these antigens are conserved between Salmonella 
serovars. However, the protection capacity of such vaccine formulation against several serovars 
such as S. Enteritidis, Typhimurium, Paratyphi remains to be assessed with appropriate animal 
models (274). The possibility to combine several antigens could also be a suitable strategy to use 
one antigen of each serovar. This process could be applied to other pathogens for which it is 
complicated to find an antigen inducing both humoral and cellular responses and being conserved 
between strains.  
In addition, our vaccination strategy showed an enteric mucosal response in spite of a nasal 
administration. It would be interesting to test this vaccine strategy with other enteric pathogens 
such as Shigella flexneri, which behave similarly to Salmonella in the gut (350, 351). In addition, 
we could imagine an induction of immune response in respiratory tract, potentially protective 
against airway pathogens. Finally, a systemic response was identified, suggesting that our method 
might be efficient against pathogens Salmonella that invade the systemic compartment. Thus, 
using SIgA or SIgM as vaccine vectors could be a way to overcome some limitations imposed by 
the various route of administration. In this context, it could be informative to compare our delivery 
system to some others used in mucosal vaccination such as lipid or protein nanoparticles (274). 
Besides, SseB immunogenicity was already tested complexed in lipid microbubbles and nasaly 
administrated in mice (352). The amplitude of specific IgA, IgG and T cell responses obtained 
should be compared to with SIgA/SIgM vectors. 
 
Figure legends 
Figure 1: Chemical binding of antigens to IgA.  
(A) amino-dependent binding was assessed on a 4-12% SDS PAGE gel. 1:SseB, 2:SIgAC5, 
3:SIgAC5 bound to SseB, 4:SseB bound to SIgAC5. (B) Fixation of SseB coupled with the cyanin 
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3 via a carboxyl-dependent bond to SIgAC5 was checked with a Western Blot against Cy3 
molecule, 5:SseB-Cy3, 6:SIgAC5-SseB-Cy3. (C) Comparison of mass spectrometry spectra of 
dimeric IgAC5 (dIgAC5, on the top) and dIgAC5 coupled with SseB (on the bottom) after a 
papain digestion. Lc: Light chain, Jc: J-chain, Hc: Heavy chain, Fab/Fc: fragment Fab or fragment 
Fc. (D) Proposition of a binding model for the antigen with IgA. Ag: antigen according to the 
results of (C). 
Figure 2: SIgA and SIgM are able to transport antigens from intestinal lumen to the basal 
surface of epithelium. 
(A, B) Anesthetized mice were injected with Cy3-bound antigens coupled or not with an Ig vector 
in a ligated loop performed at the level of a Peyer’s patch. Yellow spots represent fluorescent Ag 
in the tissue. FAE: follicle-associated epithelium, SED: Sub epithelial dome. Pictures are 
representative of experiments performed in duplicate and on at least 2 mice for each condition. 
(C, D) Mono- and co-cultures of Caco-2 cells with or without Raji cells (presence of M cells or 
not, respectively) were incubated for 90 min at 37°C with SseB-Cy3 (C) or OmpC-Cy3 (D) 
associated or not with SIgAC5 or SIgM (n=2). The transport of Cy3-labeled antigens in the 
basolateral area was evaluated by an ELISA (anti-Cy3 detection) after a treatment of samples 
with SDS and a dialysis step.  
Figure 3: Oral immunization of mice with SIgA-SseB showed characteristics of a poor 
immunogenic response against SseB. 
(A, B, C, D) Expression of activation markers on dendritic cells (DC) (CD11c+) was analysis by 
flow cytometry after a 24hrs stimulation with SseB coupled or not with SIgAC5 or with CpG. 
The Mean Fluorescent Intensities (MFI) were normalized relatively to the non-stimulated DC in 
order to avoid the inter-individuals heterogenicity (n=6). (E) Oral immunization scheme of mice 
with PBS, SseB or SIgAC5-SseB and then challenged with S. Typhimurium (Salmo) or not 
(PBS). (n=6 per group). (F, G, H) Seric humoral SseB-specific IgG (F) and mucosal humoral 
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SseB-specific IgA (G: feces, H: vagina washing) responses were assessed by ELISA assay two 
weeks after the boost. (I) Survival of mice was recorded after oral immunization and challenge 
with S. Typhimurium. 
Figure 4: Nasal immunization of mice with different antigens bound to various vectors 
induced a high humoral systemic response against these antigens. 
(A) Nasal immunization scheme of mice with SseB or OmpC, bound or not to SIgAC5 or 
SIgMHF5 and with or without adjuvant. CT= Cholera toxin (n=5 per group). (B, C) SseB- (B) or 
OmpC-specific IgG (C) from serum of immunized mice were quantified by ELISA assay and 
compared to the level of antigen-specific IgG from PBS-immunized mice. (**) p≤0.01. (D, E, F, 
G) T cells from spleen of immunized mice were re-activated in vitro by either SseB (D, F) or 
OmpC (E, G). Proliferation of CD4+ (D, E) or CD8+ (F, G) T cells was assessed 4 days post 
activation by flow cytometry with a ki-67 intracellular staining. The proportion of ki-67 positive 
cells was activated by Ag was normalized relatively to the proportion of ki-67 positive T cells re-
activated with PBS. (H, I) IL-17A secretion by splenic T cells re-activated with either SseB (H) 
or OmpC (I) was measured by ELISA assay and secretion of PBS-activated T cells was subtracted 
(Δ concentration). 
Figure 5: Nasal immunization of mice with different antigens bound to SIgA or SIgM induced 
a high cellular mucosal response against these antigens. 
(A, B, C, D) SseB- (A, C) or OmpC-specific (C, D) IgA from feces (A, B) or vaginal secretion 
(C, D) of mice immunized with different Ag formulations were quantified by ELISA assay and 
compared to the rate of antigen-specific IgA from PBS-immunized mice. (*) p≤0.05. (E, F, G, 
H) CD4+ (E, F) or CD8+ (G, H) T cells from mesenteric lymph node (MLN) of immunized mice 
were re-activated by either SseB (E, G) or OmpC (F, H). Proliferation of T cells was assessed 4 
days post activation by flow cytometry with a ki-67 intracellular staining. The proportion of ki-
67 positive cells was activated by Ag was normalized relatively to the proportion of ki-67 positive 
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T cells re-activated with PBS. (I, J) IL-17A secretion by T cells from MLN re-activated with 
either SseB (I) or OmpC (J) was measured by ELISA assay and secretion of PBS-activated T 
cells was subtracted (Δ concentration). CT= Cholera toxin (n=5 mice per group). 
Figure 6: Multivalent vaccine conserved or optimized the humoral and cellular response 
induced in systemic and mucosal compartments compared to monovalent ones. 
(A) The levels of SseB- or OmpC-specific IgG from serum of mice immunized with SIgA-
SseB/CT or SIgA-OmpC/CT was compared with SIgA-SseB-OmpC/CT immunized mice by 
ELISA. (B) SseB- or OmpC-specific CD4+ T cells from spleen of SIgA-SseB/CT, SIgA-
OmpC/CT or SIgA-SseB-OmpC/CT-immunized mice were re-activated by either SseB or 
OmpC. Proliferation of T cells was assessed 4 days post activation by flow cytometry with a ki-
67 intracellular staining. MFI (Mean fluorescent intensities) were normalized relatively to ki-67 
expression of T cells re-activated with PBS. (C) IL-17A secretion by T cells from spleen re-
activated with either SseB or OmpC was measured by ELISA assay and secretion of PBS-
activated T cells was subtracted (Δ concentration). (D, E) The levels of SseB- or OmpC-specific 
IgA from feces or vaginal secretion of mice immunized with SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT 
was compared with SIgA-SseB-OmpC/CT as in (A). (F, G) Proliferation of SseB- or OmpC-
specific CD4+ and CD8+ T cells from MLN of SIgA-SseB/CT, SIgA-OmpC/CT or SIgA-SseB-
OmpC/CT-immunized mice was measured as in (B). (*) p≤0.05. (H) IL-17A secretion by SseB- 
or OmpC-specific T cells from MLN was measured as described in (C). CT= Cholera toxin (n=5 
mice per group). 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Test de protection et meilleure caractérisation du vaccin multivalent 
Nous avons observé des réponses humorales et cellulaires spécifiques des antigènes testés, tant 
au niveau muqueux que systémique, améliorées par l’utilisation des SIgA et des SIgM comme 
vecteurs. Cette stratégie est encore plus efficace lors de l’utilisation d’un vaccin multivalent en 
terme d’immunogénicité. La prochaine étape est de déterminer si cette réponse est protectrice 
contre une infection à Salmonella. Il serait aussi intéressant de tester l’infection par plusieurs 
souches de Salmonella mais cela revient à choisir des modèles différents puisque les sérovars ne 
peuvent pas tous être étudiés avec le même modèle. 
La détermination du nombre d’antigènes pouvant potentiellement être couplés aux IgA et IgM et 
la mise en place d’un vaccin multivalent (MV) pose la question de la proportion de chaque 
antigène sur les IgA et IgM. Une prochaine étape serait donc de déterminer ce chiffre en digérant 
le MV et en observant la taille des différents fragments par Western blot ou spectrométrie de 
masse puisque l’on connait les tailles des deux antigènes. En effet, la quantité d’antigène qui est 
administré lors de la vaccination peut influencer la réponse immunitaire induite. 
Effet neutralisant des IgA sécrétoires 
Nos vaccins induisent une réponse IgA muqueuse spécifique des différents antigènes. Sachant 
que les IgA sont connus pour leur fonction d’exclusion immune (353), une perspective à court 
terme serait de tester le pouvoir neutralisant des IgA induites par l’immunisation avec le vaccin. 
Ainsi, une vérification par western-blot permettrait de savoir dans un premier temps si les IgA 
retrouvées dans les fèces sont sécrétoires. Dans un second temps, nous avons mis en place une 
méthode permettant de mesurer le pouvoir neutralisant des IgA contre Salmonella avec la souche 
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SL1344-GFP+ de S. Typhimirum. Une étude a montré que les IgA Sal4 spécifiques du LPS de 
Salmonella permettaient l’agglutination des bactéries, empêchant leur entrée dans les PP et 
protégeant contre une infection (347). Nous avons confirmé l’agglutination de la SL1344-GFP+ 
en présence de cette IgA (Figure 31A) en microscopie à épifluorescence. La complexation de la 
SL1344-GFP+ avec l’IgASal4 diminuait par 2 la proportion de cellules intestinales humaines 
Caco-2 GFP+ comparé à l’absence d’IgA ou à la complexation avec l’IgAC5 spécifique de 
Shigella flexneri (Figure 31B). Ainsi, nous pourrions utiliser notre modèle afin de comparer 
l’effet des IgA sécrétées par les souris vaccinées avec l’IgASal4. Nous pourrions aussi comparer 
notre modèle avec une technique plus souvent utilisée consistant à infecter des cellules avec une 
Salmonella non GFP et compter le nombre de plages de lyses. 
 
Figure 31: La complexation de Salmonella avec des IgA spécifiques de la bactérie limite 
l’infection de cellules intestinales humaines. 
(A) La lignée de cellules épithéliales humaine Caco-2 est infectée 2h avec la souche SL1344-
GFP+ de S. Typhimurium complexée (2) ou non (1) préalablement avec l’IgASal4 spécifique 
du LPS de Salmonella. (B) La proportion de cellules Caco-2 infectées (GFP+) est déterminée 
par cytométrie en flux avec ou sans complexation avec des IgA spécifiques de Salmonella ou 
de Shigella. 
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Réponse intestinale tolérogène versus nasale pro-inflammatoire 
La grande interrogation de notre étude reste l’absence de réponse immunitaire et même la plus 
forte susceptibilité à Salmonella lors de la vaccination orale. Nous avons testé plusieurs 
paramètres afin de déterminer la cause de cette apparente tolérance. A priori, elle n’est pas due à 
la quantité trop forte ou trop faible d’antigène administré, ni à la présence ou non d’adjuvant, ni 
à la souche de souris utilisée (Table 10). Il conviendrait donc d’étudier plus en détail la prise en 
charge du vaccin dans le GALT et dans le NALT pour comprendre l’absence d’induction de 
réponse dans l’intestin, par exemple en caractérisant les DC du NALT. 
Table 10: Récapitulatif des expériences d’immunisation chez la souris avec les candidats 
vaccins. 
 
SseB active les cellules dendritiques via les TLR4/2 ? 
Nous avons vu que les antigènes SseB et OmpC induisaient une réponse immunitaire en 
administration nasale mais pas par voie orale. Ceci pourrait être expliqué par le type de cellules 
prenant en charge les antigènes mais aussi par le type de récepteurs aux antigènes présents dans 
les différents tissus. Nous avons donc testé l’effet activateur de SIgA-SseB sur une population de 
cellules dendritiques de la muqueuse orale : les cellules de Langerhans (LC) (CD207+ ; CD1a+). 
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Nous n’avons observé aucune modification des marqueurs d’activation CD80, CD86, HLA-DR 
ou CD40 avec le candidat vaccin ni avec SseB seul (Figure 32A). Les LC n’exprimant pas le 
TLR4 (354), nous nous sommes naturellement intéressés aux récepteurs reconnaissant SseB. 
L’utilisation de lignées cellulaires (HEK) n’exprimant qu’un seul TLR à la fois a montré une forte 
activation des lignées exprimant le TLR2 ou le TLR4 (Figure 32B). Bien que ces récepteurs 
soient impliqués dans la reconnaissance des endotoxines, l’utilisation de PMB tend à conclure 
que le déclenchement de la réponse immunitaire par SseB serait médiée par les TLR2 et 4. 
Cependant, il conviendrait de tester aussi les TLR activés par l’OmpC, d’autres PAMP comme 
les NLR par exemple et s’assurer de l’absence totale d’endotoxines pour tester l’activation des 
TLR sans biais en détoxifiant par exemple les échantillons. 
 
Figure 32: L’activation des cellules par SseB nécessite l’expression des TLR4 et 2. 
(A) L’expression des différents marqueurs d’activation est analysée par cytométrie en flux 
après stimulation pendant 24h avec SseB ou SIgA-SseB. MFI=Mean Fluorescent Intensity. (B) 
Des cellules HEK n’exprimant qu’un seul Toll-Like Receptor (TLR) sont stimulées avec SseB 
(30µg/mL) ou des activateurs de chaque TLR pendant 24h. DO=densité optique. 
 
Effet du vaccin sur des modèles de DC humaines 
Il existe plusieurs allotypes d’IgA chez la souris avec des régions charnières plus ou moins 
grandes contenant des sites de O-glycosylation (355) mais aucune N-acetylgalactosamine n’y 
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était associée alors que la présence de N-glycans a été observée sur des IgA murines 
monoclonales (356). Ces indices laissent penser que l’IgA murine se rapprocherait de l’IgA2 
humaine. Ainsi, nous nous sommes demandé si nos vaccins utilisant l’IgA murine pouvaient se 
lier sur des DC humaines. Etant donné l’absence d’interaction entre l’IgA murine et le FcαRI 
humain (357) mais la structure relativement similaire avec l’IgA2 humaine, nous avons testé la 
fixation du vaccin sur DC-SIGN au regard de nos résultats sur l’IgA2 humaine. Nous avons 
observé une co-localisation entre SIgA-SseB et DC-SIGN sur des cellules dendritiques humaines 
dérivées de monocytes (moDC) (Figure 33A). Nous nous sommes ensuite demandé si les moDC 
pouvaient être activées par le candidat vaccin SIgA-SseB. Alors que SseB seul n’induisait pas de 
changement significatif d’expression des marqueurs d’activation, SIgA-SseB induisait une 
diminution et une augmentation de plus de 20% de l’expression respectivement du CD80 et du 
CD40 soit des tendances similaires au contrôle positif (Figure 33B). Ainsi, des cellules 
dendritiques humaines peuvent être activées par le vaccin. Comme pour la souris, l’étude de la 
prise en charge et de l’activation de cellules dendritiques humaines de l’intestin ou du tractus 
naso-pharyngé pourraient déterminer si notre stratégie est applicable aux muqueuses de 
l’Homme. Nous avons déjà pu observer les différentes populations de DC intestinales humaines 
CD103+ ou CX3CR1+ (Figure 33C). 
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Figure 33: SIgA-SseB active des cellules dendritiques humaines. 
(A) Des cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes (moDC) sont incubées 1h avec 
le candidat vaccin SIgA-SseB couplé à la cyanine 3 (rouge). Les cellules sont fixées, 
perméabilisées et DC-SIGN est marqué (vert). Les co-localisations du vaccin avec DC-SIGN 
(flèches blanches) dans les cellules vivantes contenant un noyau (bleu) sont observées au 
microscope confocal. (n=2)(B) Des moDC sont stimulées 24h avec SseB ou SIgA-SseB (1µg 
d’antigène) en présence de polymyxine B (500ng/mL) puis l’expression des marqueurs 
d’activation à la surface des DC est mesurée par cytométrie en flux. Les MFI (Mean fluorescent 
Intensity) sont normalisées et comparées par rapport à celles observées sur les moDC non 
stimulées (seuil à 100%) afin de réduire les variations inter-donneurs. (n=6).(C) Phénotypages 
des populations cellulaires sur des chirurgies intestinales humaines par cytométrie en flux. 
pDC= cellules dendritiques plasmacytoïdes. (*) p≤0.05, (**) p≤0.01. 
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Les IgA sont produites sous forme de monomères dans la circulation sanguine et sous forme 
sécrétoire dans les muqueuses, faisant de ces anticorps les plus représentés dans notre organisme 
(358). Les IgA sécrétoires sont responsables de la régulation de la réponse immunitaire intestinale 
tolérogène ou protectrice contre les microbes commensaux ou pathogènes (28). Ces travaux de 
thèse ont mis en évidence plusieurs points importants à avoir que : (i) les IgA1 ont un rôle 
globalement anti-inflammatoire alors que les IgA2 induisent une réponse pro-inflammatoire chez 
les cellules dendritiques dérivées de monocytes, (ii) les IgA sont capables d’induire l’expression 
de leur propres récepteurs, (iii) la vaccination contre Salmonella ciblant les cellules M du NALT 
via les SIgA et SIgM induit une réponse immunitaire effectrice systémique et muqueuse, (iv) un 
vaccin multivalent formé avec la SIgA et 2 antigènes conserve et optimise les propriétés 
immunogéniques des formulations vaccinales monovalentes. 
A la lumière de nos données, plusieurs voies d’investigations s’offrent à nous. Nos expériences 
d’anse intestinale montrent que notre vaccin traverse le FAE seulement au niveau des PP mais ne 
déclenche pas de réponse immunitaire. Ces données sont en contradiction avec une étude infectant 
des souris avec le virus de la vaccine exprimant la p24 du VIH après immunisation orale avec 
l’antigène couplé à une SIgA. En effet, une réponse spécifique humorale (IgG et IgA) et cellulaire 
(LT sécréteurs d’IFN-γ) systémique et intestinale a été observée corrélée avec une protection 
après infection (172). Sur deux antigènes pouvant induire une réponse systémique (359) seule la 
p24 induit une réponse intestinale couplée ou non avec la SIgA. Les données surprenantes 
obtenues avec SseB pourraient indiquer une tolérance immunitaire au vu de la plus faible survie 
des souris immunisées avec SIgA-SseB. Par ailleurs, la même observation a été faite avec SIgA-
OmpC injectée par voie orale. L’antigène utilisé pour vacciner par voie orale serait donc 
déterminant pour l’induction d’une réponse intestinale. Il serait intéressant de déterminer la cause 
de cette différence de réponse à savoir si elle est due : (i) seulement aux protéines SseB/OmpC 
(ii) aux bactéries Salmonella puisqu’il a été montré que S. Typhimurium induisait une réponse T 
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autoréactifs via Dectin-1 et une diminution de la production de cytokines par les LT suite à 
l’induction de PD-L1 (360, 361) (iii) au type de micro-organisme (iv) à la structure ou la 
présentation des antigènes (v) à la composition en cellules ou en micro-organismes commensaux 
du NALT par rapport au GALT puisque l’on sait que les microbiotes sont différents (362) (363). 
Il est admis que les IgA intestinales induisant une réponse tolérogène contre le microbiote seraient 
prises en charge par des DC de la lamina propria alors que les IgA pro-inflammatoires passeraient 
par les PP et seraient donc captées par les DC du SED (33). Les SIgA couplées avec les antigènes 
de Salmonella transitent par les PP mais n’induisent pas de réponse inflammatoire. Ceci irait donc 
en contradiction avec le postulat précédent et pourrait être dû à un souci d’acheminement des Ag. 
Il est connu que les DC CX3CR1+ de la lamina propria sont plutôt résidents et déclenchent une 
réponse IgA TI locale alors que les DC CD103+ des PP auraient tendance à migrer dans les MLN 
afin d’activer une réponse IgA TD très spécifique (4). Nous pourrions imaginer que notre vaccin 
a été pris en charge par les « mauvaises » DC. En revanche, puisque nous observons une réponse 
immunitaire spécifique en ciblant le NALT, nous pourrions imaginer qu’un autre type de DC a 
capté notre vaccin. Une piste de recherche serait de définir les populations de cellules captant les 
IgA et déterminer leur réponse immunitaire locale et dans les autres muqueuses selon le tissu, les 
isotypes d’IgA, la présence ou l’absence d’antigène. Il serait par exemple intéressant d’observer 
si les DC de la lamina propria ont plus tendance à capter des IgA1 et celles des PP des IgA2 
grâce par exemple à une plus forte expression du FcαRI par les première et de DC-SIGN par les 
secondes. 
Les IgM, comme les IgA, sont sécrétées par des plasmocytes très présents dans la muqueuse 
intestinale (181) et exportés sous forme de SIgM dans la lumière intestinale après fixation au 
pIgR (364). Les SIgM recouvrent les bactéries du microbiote, notamment celles déjà fixées par 
les SIgA et contribuent à augmenter la diversité du microbiote (181). Elles vont par ailleurs 
diminuer la réponse induite par le BCR à la surface des LB chez la souris et pourraient être 
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responsables d’une tolérance en limitant la présentation des antigènes du soi (365). De plus, les 
IgM pourraient compenser le manque d’IgA durant l’enfance pour la formation du microbiote 
(366). Les IgM ont aussi un rôle protecteur dans les muqueuses en activant la voie du complément 
par exemple contre des méningocoques du groupe B. (184). Le double rôle des IgA est donc 
retrouvé chez les IgM alors qu’un seul isotype a été décrit jusqu’à présent à la différence des IgA. 
La même étude que nous avons réalisée mais rapportée aux IgM pourrait apporter des 
informations sur leur fonction intrinsèque ou lors de l’interaction avec un antigène spécifique. 
Elle pourrait aussi informer sur l’interaction avec différents récepteurs comme le Fc receptor 
specific for IgM (FCMR) qui a été montré comme impliqué dans la régulation de la réponse 
immunitaire médiée par les IgM (367). Enfin, la comparaison des DC prenant en charge les 
différents IgA et les IgM pourrait donner des indications quant au rôle régulateur de ces Ig et les 
quelques différences observées après vaccination avec l’un ou l’autre des vecteurs. 
Les muqueuses étant des zones d’échanges privilégiées, de nombreux pathogènes s’en servent 
comme porte d’entrée. Les principaux sont (i) S. pneumoniae, Haemophilus influenzae et 
Moraxella catarrhalis chez les enfants et S. aureus chez les adulte pour le NALT, (ii) les bactéries 
Shigella, Campylobacter et les virus de l’Hépatite A et E pour le GALT, (iii) les bactéries 
Chlamydia, les virus herpes ou le VIH pour le GENALT. Des vaccins sont recherchés pour la 
plupart de ces pathogènes ou nécessitent de constantes améliorations du fait de l’évolution des 
pathogènes comme c’est le cas pour les virus influenza (368). La muqueuse nasale a été décrite à 
la fois particulièrement intéressante pour la vaccination muqueuse en touchant plusieurs tissus 
muqueux par une voie non invasive et de plus en plus accessible avec les nouveaux outils tels que 
les nanoparticules (352, 369). Nous avons confirmé cette tendance puisque nos vaccins, en 
particulier le multivalent (MV) induisaient une réponse systémique, intestinale et génitale. Bien 
que cette dernière soit légère et que la réponse au niveau des poumons mériterait d’être étudiée 
avec l’étude d’infiltrats leucocytaires et de sécrétions cytokiniques, on peut supposer une réponse 
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locale dans le NALT. Une fois cette future analyse effectuée, on peut supposer que l’utilisation 
des IgA/IgM pourrait permettre d’utiliser la voie nasale pour protéger contre un grand nombre de 
pathogènes muqueux. Il serait intéressant de tester notre approche avec des antigènes de certains 
pathogènes cités ci-dessus. Cependant, bien que la vaccination par voie nasale possède de 
nombreux avantages, elle peut être mal tolérée comme cela a pu être observé chez les enfants 
vaccinés contre la grippe qui présentaient une perte d’appétit, des céphalées et de la fatigue. Une 
autre alternative serait de tester la voie sublinguale qui permet la vaccination contre de nombreux 
pathogènes qui infectent les muqueuses mais aussi le compartiment systémique tout en 
nécessitant une faible quantité d’antigènes (162) (370).  
Comme quatre antigènes peuvent être fixés sur les IgA, il serait possible de surmonter l’obstacle 
de la divergence entre les souches. Il serait néanmoins intéressant d’étudier une méthode 
permettant de fixer les antigènes de manière spécifique et stœchiométrique en contrôlant par 
exemple le type de liaison pour chaque antigène. Cette caractéristique pourrait même permettre 
de faire des vaccins personnalisables en couplant des antigènes par exemple de la grippe avec des 
antigènes de Salmonella injectés par voie nasale afin de protéger contre deux pathogènes (voire 
plus) différents. L’utilisation de l’IgM pourrait même augmenter les possibilités avec jusqu’à 10 
sites de fixation dont la faisabilité reste à vérifier. Enfin, de récentes études ont mis en avant une 
nouvelle technique appelée MEFA (multiepitope fusion antigen) permettant de synthétiser une 
protéine vaccinale présentant plusieurs épitopes d’un seul pathogène comme E. coli 
entérohémorragique (371). L’utilisation de MEFA pour créer des « super antigènes » combinant 
plusieurs sérovars/souches amplifierait encore plus le spectre de protection tout en conservant 
une taille raisonnable.  
Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont des maladies dont l’étiologie 
est fortement liée à une dysbiose (Cf Annexe II). L’IgA est un garant de l’homéostasie intestinale 
grâce à son interaction avec les bactéries commensales (372). L’absence d’IgA conduit à une 
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colonisation anormale de certaines bactéries (128) et donc potentiellement à une MICI. Parmi les 
thérapies envisagées, la transplantation fécale pourrait rétablir un microbiote sain. Les limites de 
cette méthode restent inconnues mais on peut déjà imaginer une limite psychologique qui pourrait 
être surmontée par un traitement oral d’IgG ou d’IgA afin de rétablir la barrière intestinale et le 
microbiote (Cf Annexe II). Bien que peu de résultats encourageant n’aient été observés jusqu’à 
présent, notre étude des IgA1 et IgA2 dimériques et sécrétoires pourrait permettre de choisir les 
IgA à injecter chez les patients. Par exemple, cela pourrait passer par des IgA1 pro-tolérogènes 
plutôt poly-réactifs et spécifiques de bactéries commensales si nous arrivons à décrire que la 
fixation d’un antigène spécifique n’abolit pas l’effet anti-inflammatoire. Les MICI sont 
caractérisées par une forte inflammation majoritairement médiée par le TNF-α (373), conduisant 
à des traitements avec des anti-TNF (Cf Annexe II). Nous avons observé une forte sécrétion de 
TNF-α après stimulation des DC avec les IgA2 mais aussi les IgA1 dimériques, en contradiction 
avec l’effet immunosuppresseur de ces dernières. Il conviendrait d’étudier plus en détails la 
sécrétion de cette cytokine notamment dans un contexte plus proche de la réalité par exemple 
avec des DC intestinales, des macrophages, d’autres populations leucocytaires mais aussi des 
entérocytes. Enfin, un des traitements envisagés qui montre des résultats encourageants est la 
transplantation fécale qui rétablit un microbiote sain à partir de celui d’un individu non malade. 
L’administration d’IgA pourrait avoir un intérêt à ce niveau en co-administrant par exemple une 
mixture de SIgA1 polyréactives à plusieurs antigènes commensaux d’un microbiote sain afin de 
créer une tolérance et protection vis-à-vis de ces microbes. Les IgA2 pourraient être couplés à des 
antigènes de bactéries non voulues afin de déclencher une réponse néfaste pour ces populations. 
Bien-sûr, cette théorie de microbiote personnalisé via les IgA1/2 reste à l’état embryonnaire et 
nécessite de s’assurer que la dichotomie anti-inflammatoire versus pro-inflammatoire des IgA1 
et IgA2 est conservée en cas de fixation à un antigène et que les mêmes résultats sont obtenus en 
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présence de DCs intestinales. Par ailleurs, il faudrait déterminer si cette stratégie pourrait 
fonctionner par voie orale et nasale. 
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CONCLUSION GENERALE 
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Bien que les IgA et les IgM constituent une grande partie des anticorps produits dans 
l’organisme, surtout au niveau des muqueuses, les mécanismes régissant leur fonction de 
régulation de l’homéostasie restent à éclaircir. Ces travaux de thèse apportent de 
nouvelles informations sur les fonctions des différents isotypes et isoformes d’IgA. En 
effet, nous constatons un effet anti-inflammatoire des IgA1, exacerbé par la forme 
dimérique. A l’inverse, les IgA2 dimériques ont un effet pro-inflammatoire. Ces 
démonstrations pourraient expliquer le double rôle des IgA contre le microbiote ou les 
micro-organismes pathogènes. Nous avons démontré l’induction d’une réponse 
immunitaire muqueuse et systémique contre des antigènes exprimés par Salmonella après 
injection par voie intranasale d’un vaccin utilisant les IgA et IgM comme vecteurs. 
L’utilisation de telles plateformes vaccinales permet de fixer plusieurs antigènes, 
notamment certains induisant plutôt une réponse humorale comme SseB et d’autres 
plutôt une réponse cellulaire comme OmpC. Les principales limites de cette thèse sont 
(i) l’utilisation d’un modèle de DC humaines non intestinales et (ii) l’absence de test de 
protection chez la souris mais aussi sur un modèle se rapprochant plus de l’humain. 
Finalement, une meilleure connaissance des IgA permettrait de mieux comprendre et 
donc lutter contre certaines pathologies des muqueuses comme les maladies 
inflammatoires chroniques de l’intestin mais aussi de mettre en place une stratégie 
vaccinale prophylactique contre de nombreux pathogènes entériques et muqueux en 
général tels qu’Helicobacter pylori ou le VIH.  
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240 
Impact de la réponse IgA dans une nouvelle stratégie de vaccination muqueuse 
contre Salmonella et dans la régulation de la réponse adaptative 
Les entérobactéries Salmonella espèce enterica sous-espèce enterica sont divisées en plusieurs sérovars dont 
les quatre principaux Typhimurium, Enteritidis, Typhi et Paratyphi sont responsables soit de gastroentérites soit 
de fièvres typhoïdes, à raison de plus de 90 millions de cas et 400 000 décès par an. L’apparition de souches 
multi-résistantes nécessite la mise en place d’une vaccination prophylactique à ce jour peu utilisée contre des 
pathogènes responsables de maladies entériques du fait des limitations induites par les contraintes d’une 
administration par voie orale. Notamment, l’environnement intestinal est caractérisé par une balance entre 
tolérance immunitaire et réaction inflammatoire régulée en partie par les immunoglobulines (Ig) M et surtout 
par les IgA sécrétoires. Alors que les IgM sont principalement retrouvées sous forme pentamériques, les IgA 
des sécrétions muqueuses sont dimériques alors que celles rencontrées dans le sérum sont sous forme 
monomérique. Les IgA sont des anticorps pour lesquels deux isotypes ont été décrits chez l’Homme: IgA1 et 
IgA2. Le premier but de ce travail de thèse a été d’explorer les fonctions des différents isotypes et isoformes 
des IgA humaines. Nous avons ainsi pu noter un  rôle anti-inflammatoire des IgA1 à l’inverse d’un rôle pro-
inflammatoire des IgA2. Enfin, nous avons souligné un processus de régulation de l’expression des récepteurs 
aux IgA par les IgA elles-mêmes ainsi qu’un axe IgA/lymphocytes T CD8 cytotoxiques. Le deuxième objectif 
de ce travail de thèse a consisté à mettre en place un vaccin multivalent composé des antigènes SseB et OmpC 
de Salmonella liés à des Ig sécrétoires. Cette étude a mis en évidence une solide réponse immunitaire humorale 
et cellulaire spécifique aux antigènes couplés à des IgA ou IgM après vaccination intra-nasale aussi bien au 
niveau systémique que muqueux. Par ailleurs, une plus forte sécrétion d’anticorps spécifiques et de cytokines 
ainsi qu’une plus forte prolifération de lymphocytes T ont été observés en couplant à la fois OmpC et SseB sur 
l’IgA. Ces données suggèrent donc l’utilisation des Ig comme vecteur vaccinal nasal pour un vaccin multivalent 
muqueux. Ce travail de thèse ouvre de nouvelles perspectives pour la mise en place de vaccins muqueux et pour 
l’utilisation d’anticorps comme vecteurs. Notamment, la réponse recherchée pourrait être induite en fonction 
de l’isoforme ou de l’isotype de l’anticorps utilisé. Enfin, cette variation de réponse suivant la conformation de 
l’IgA pourrait apporter de nombreuses réponses quant à leurs rôles dans les muqueuses 
Impact of IgA response in both a novel mucosal vaccine strategy against 
Salmonella and the regulation of adaptive immunity 
The enterobacteria Salmonella species enterica sub-species enterica are divided into several serovars such as 
Typhimurium, Enteritidis, Typhi and Paratyphi which are the major causative agents of either gastroenteritis or 
typhoid fever. They are responsible for more than 90 million cases and 400 000 deaths each year. The increase 
in multi-drug resistant strains requires the implementation of prophylactic vaccines against enteric pathogen, 
which are poorly used today owing to the limitations linked to the oral route of administration. Besides, the 
intestinal environment is characterized by a balance between immune tolerance and inflammatory response 
tightly regulated by secretory immunoglobulins (Ig) M but especially by IgA. While IgM are found under 
pentameric form, mucosal IgA are mainly dimeric and serum IgA monomeric. Two IgA isotypes have been 
described in humans: IgA1 and IgA2. The first aim of this thesis has been to explore the functions of the 
different isotypes and isoforms of human IgA. We pointed out a pro-inflammatory role of IgA2 whereas IgA1 
rather oriented the immunity towards an anti-inflammatory response. We have also highlighted both the 
regulation of IgA receptors expression by IgA and an IgA/CD8 cytotoxic T cells axis. The second aim was to 
design a multivalent vaccine against Salmonella by coupling two antigens – SseB and OmpC – to secretory Ig. 
This study has pointed out solid specific humoral and cellular responses against both these antigens coupled to 
either IgA or IgM after intra-nasal immunization in mucosal but also systemic compartments. We have also 
demonstrated the possibility to preserve and increase the antigen immunogenicity with a multivalent vaccine. 
This thesis thus paves the way for new secretory Ig-vectorized mucosal vaccines. In this context the immune 
response could be modulated through the chosen isotype or isoform. Finaly, the differences in immune 
activation generated by structural changes in IgA could shed some light on their role in mucosal homeostasis. 
